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RESUMO

Durante os dltimos anos, tem havido um grande interesse no
desenvolvimento de biossensores usando novos materiais biologicos como
possivel alternativa para enzimas isoladas.

Neste trabalho, estudou-se primeiramente a preparacio de um ¢letrodo
seletivo a ions aménio, sem solugio de referéncia interna, baseado no
ionoforo nonactin e bis-(2-etil-hexil)-adipato como solvente plastificante,
suportados numa membrana de cloreto de polivinila de massa molecular
elevada.

O eletrodo exibiu resposta de 56,4 mV na faixa de concentragdes de
1,0-1,2x 10* mol/L para ions aménio, em tampdo TRIS-HCI 0,2 mol/L
( pH = 6,8 ). Tons potassio constituem maior interferéncia; o tempo de
resposta do eletrodo foi de 10 segundos, a 25,0 °C.

O sensor de amonio assim construido, foi usado na preparagdo de
biossensor para determinagdo de uréia. O material enzimatico foi obtido
como pé da legumnosa canavalia brasiliensis | convenientemente
imobilizado com glutaraldeido.

O sistema apresentou resposta de 52,9 mV na faixa de concentragdes
de 1,6 x 107 « 1,1 x 10™ mol/L. para uréia, nas mesmas condigdes do sensor
de aménio. O tempo de resposta do biossensor foi de 10 minutos, a 30,0°C.

Os resultados experimentais mostraram que a leguminosa canavalia
brasiliensis ¢ uma alternativa viavel em substituigio a enzima isolada ¢
purificada para fins analiticos ( urease ) e de desempenho superior a da
canavalia maritima, usada anteriormente.



ABSTRACT

In recent years, there has been a great interest in development
biosensors using new biological materials as possible alternative to isolated
enzymes.

One of the first applications of this work was the preparation of a
selective electrode for ammonium ions, without intemal reference solution,
based on nonactin as the ionophore and bis-(2-ethyl-hexyl)-adipate as
plasticiser solvent, supported upon a high molecular weight polyvinyl chioride
membrane.

The electrode exhibited a response of 56,4 mV over the range 1,0 -
1,2 x 10 mol/L of ammonium ions, in TRIS-HCI 0,2 mol/L ( pH= 6,8 )
buffer. Potassium ions constituted the greatest analytical interference; the
electrode response time was 10 seconds, at 25,0°C.

The ammonium sensor as constructed, was used in the preparation of a
biosensor for urea determination. The enzymatic matenal was the powdered
bean from the leguminosae canavalia brasiliensis which was suitably
immobilized with glutaraldehyde.

The system presented a response of 52,9 mV over the range 1,6 x 107
- 1,1 x 10® mol/L of urea, under the same conditions as the ammonium
sensor. The biosensor response time was 10 minutes, at 30,0°C.

The experimental resutts showed that the canavalia brasiliensis bean 1s
an adequate alternative to substitute enzyme isolated and purified for
analytical purposes ( urcase ) and has a superior performance to that of
canavalia maritima, previously used.



CAPITULO |

APRESENTACAQO E OBJETIVOS

Os eletrodos mais usados para as determinagdes de ions aménio
( NH," ) existentes atualmente, apresentam algumas desvantagens, sobretudo
tempo de resposta relativamente Iongo.

Desta forma, o primeiro objetivo deste trabalho foi desenvolver um
eletrodo seletivo a ions aménio sem solugdio de preenchimento, apresentando
as seguintes vantagens :

a) facilidade de construgdo e manipulagéo;
b) maior robustez;

¢} difusdo mais regular dos ions aménio;
d) maior velocidade de resposta e

e) reprodutibilidade.

De acordo com Moody e Thomas [1], verificou-se que antibiéticos
macrotetrolitos como o nonactin [2] apresentavam grande seletividade frente
ao fon de interesse, NH;", podendo ser usado em determinagdes
potenciométricas.

Assim, construiu-se um ¢letrodo de membrana sélida, usando cloreto de
polivinila { PVC ) de massa molecular elevada como suporte para o ionéforo
nonactin, )

O termo ionoforo € usado para descrever ligantes que seletivamente
associam-s¢ a ions. Tipicamente, sio moléculas macrociclicas com um ion
ligado numa cavidade de dimensdes bem definidas. A seletividade esta
baseada na relagdo entre as dimensdes do ion com o sitio ligante.

Eteres coroa constituem a classe mais conhecida de 1onoforos, porém
muitos outros tipos de moléculas, de ocorréncia sintética ou natural, agem
como iono6foros tais como metil-monesin para ious sodio e bls-(benzﬂ 15-
eter coroa-5)- heptanodoato para ions potassio, ilustrados na FIGURA I , a
seguir [3].

Em quimica analitica, eles tem tido grande impacto no desenvolvimento
de eletrodos de membrana seletiva, bascados na diferenga de potencial
associada a interagdo entre o ion de interesse com o sitio ativo do ionéforo.



metil-monesin
( Na™)

0,CH; W
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bis-(benzil-15-éter coroa)-heptanodoato
(K%)

FIGURA I: Estruturas de alguns iono6foros usados para fabricagio de
membranas de eletrodos ion-seletivos, liquidas ou poliméricas.

Em adigio a grande seletividade, iondforos neutros usados em eletrodos
ion-seletivos n3o estdo sujeitos 4 protonacdo e, assim, tem constantes de
equilibrio para o ion ligante que ndo sdo afetadas pelo pH, como é o caso do
1onoforo nonactin utilizado neste trabalho.

De todas as metodologias usadas na determinacgiio de uréia, os métodos
enzimaticos tem sido os mais desenvolvidos, por sua elevada seletividade
frente ao substrato de interesse. Outro fator importante na determinagio
enzimatica € o baixo custo por analise, quando se pensa em fontes alternativas
naturais, em substituigio as enzimas isoladas, que nem sempre sio faceis de se
obter ¢ com alto teor de pureza.

Assim, o segundo objetivo deste projeto foi associar a seletividade
potenciométrica do eletrodo desenvolvido para ions aménio, com a
seletividade cnzimatica para se determunar uréia, usando-se uma fonte vegetal



natural de urease : a leguminosa caravalia brasiliensis, devido a elevada
atividade de urease presente.

Visando contribuir para o melhor entendimento do assunto desta
dissertagio, nos capitulos seguintes, II a VII, far-se-2 uma exposigio dos
aspectos mais importantes relacionados com a determinagdo de uréia,
abordando temas como: eletrodos ion-seletivos, teorita das reagdes
envolvendo enzimas, utiliza¢do de imobilizagdo enzimatica, da enzima urease
e desenvolvimento de biossensores. Nos capitulos VIII, IX e X, sdo
apresentados os resultados experimentais obtidos, discutindo-se os pontos
mais relevantes na constru¢éio do biossensor potenciométrico para uréia.

As principais unidades de concentragdo utilizadas neste trabalho sio

expressas em mMol/L, abreviadamente M, estando de acordo com o Sistema
Internacional de Unidades.

As figuras e tabelas apresentadas na dissertagdo, com as respectivas
informagdes, foram numeradas independentemente para cada capitulo do
trabalho.



CAPITULO 11

UREIA

1. HISTORICO

A uréia € um importante produto natural que constitui a etapa final do
metabolismo das substincias nitrogenadas no organismo de mamiferos sendo
excretada principalmente pelos rins.

Foi descoberta por Rouelle em 1773 e sua sintese realizada por Wohler
em 1828 via cianato de aménio :

calor

NH,CNO (NH,),C=0

Sua determinagdo ¢ um dos exames mais solicitados em laboratorios
clinicos, permitindo avaliar a fung¢do renal juntamente com a determinagdo de
creatinina.

O aumento do teor de uréia no organismo é conhecido como azotenia,
podendo ter varias causas, como defeito na excregdio renal, aumento na
degradagdo de produtos proteicos, entre outros . Baixos teores de uréia podem
estar associados a nutri¢do intravenosa ou a danos no figado [4].

A uréia é utilizada, entre outras aplicagdes, como agente desnaturante
de proteinas, fertilizante e como fonte de nitrogénio para ragdo animal. Cerca
de 80 % do nitrogénio excretado pelo organismo esta sob a forma de uréia.

2. DETERMINACOES DE UREIA
2.1 Método Manométrico

Este método, descrito por Van Slyke e Hiller [5], ¢ baseado em medidas
de reagdes que consomem ou produzem gases; € considerado muito preciso
com erro de aproximadamente 1 %, porém ndo ¢ usado para determinagées de
pequenas quantidades de uréia.

Técnicas de microdifusdo de Conway [6], com modificagdes,
possibilitaram a medida de quantidades menores, da ordem de 1 pg de
nitrogénio-uréia com erro de 5 %. No entanto, estes métodos sido pouco
usados por serem complexos, envolvendo vanas etapas reacionais.

4



2.2 Método Gravimétrico

Para niveis de uréia da ordem de 2,0 a 2,5 mg, o método de Fosse [7] €
muito preciso, seletivo e simples, pois baseia-se na reagdo estequiométrica da
uréia com o xantidrol, com posterior separagdo, secagem € pesagem do
composto dixantil-uréia formado.

Os métodos gravimétricos sdo muito elaborados e de alto custo, porém,
por sua precisdo € exatiddo, podem ser usados eventualmente como meétodos
de referéncia.

2.3 Método Cromatografico

Baseia-se no processo de microdifusdo de Conway e seu mecanismo €
representado pelo esquema de Fithr [8].

A amostra se difunde por capilaridade atravessando as varias zonas do
papel cromatografico, provocando uma série de reagdes em condigdes
especificas, liberando aménia em concentragdo proporcional a de uréia.

O método apresenta vantagens como : a determinagdo quantitativa
baseada numa rcagdo especifica, dispensa o uso de aparethos ou reagentes
especiais, sendo também um método simples ¢ de ficil execugdo, porém €
utilizado especificamente para amostras sorologicas.

2.4 Método Espectrofotométrico

E baseado na reagio de uréia com diacetilmonoxima em meio
fortemente acido. A diacetilmonoxima € convertida em diacetil, composto
menos estavel que reage com a uréia para produzir um composto amarelo



OH

O N ‘ll) O
Hy(—C—C—CH; + H,0 ~—— H,C—C—C—CH, + NH,0H
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H;C—C—(—CH; + H,N—C—NH; =— I cIJ +  2H,0
H3C/ CH;
uréia Complerx diazma {amarelo)

Este método, descrito inicialmente por Fearon [9], apresentou varios
inconvenientes como : a intensificagio da cor no era linear a concentragdo de
uréia, 0 complexo era fotossensivel, o elevado preco do reagente entre outros.

Foram propostas variagdes do método original [10] com o intuito de
methorar o processo como a introdugdo de fons férricos e tiosemicarbazida
para minimizar a decomposigdo do complexo pela tuz.

2.5 Métodos Enzimiticos

Meétodos usuais para determinagdes enzimaticas de uréia  sdo
importantes testes rotineiros de diagnésticos feitos em laboratérios clinicos, Os
métodos mais usados sdo aqueles que se utilizam dos produtos de hidrdlise da
uréia  ( via carbamato de amonio ) como ilustra a reagio

urease

(NH2,C=0 + 3 H,0 2 NH," + CO; + 20H" (pH=7,0)

2.5.1 Método Condutométrico

Tem como base o aumento da condutividade da agua, pela formagio de
ions aménio na degradagdio da uréia. Este aumento da condutividade ¢
relacionado a concentragio inicial de uréia,

Este método € muito usado em sistemas “Flow Injection Analysis”, por
sua simplicidade, rapidez nas analises e sensibilidade. A primeira mencio
deste método para determinagdo de uréia deve-se a Rey [11].



2.5.2 Método Espectrofotométrico

A amonia formada na degradagdo enzimatica da uréia ¢ geralmente
quantificada pelo reagente de Nessler [12] ou pela reagdio de Berthelot [13].

Com o reagente de Nessler, a aménia produzida reage com uma solucdo
alcalina de tetra i0do mercurato II de potassio, formando um COmposto
amarelo que absorve em comprimento de onda de 436 nm.

2K;[Hgly] + 2NH; = NH,Hgl; + 4 KI + NH,I
(amarelo)

No procedimento desenvolvido por Chaney [14], a aménia liberada
reage com fenol em presenca de hipoclorito alcalino produzindo o indofenol,
composto azul cuja absorgdo maxima se da em 560 nm. A reagdo é conhecida
como reacdo de Berthelot.

NH; * 2 OH-
SN

indofenol

Existem ainda dois métodos espectrofotométricos muito usados na
determina¢do enzimatica de uréia: a reagdo com ninidrina, produzindo um
composto que absorve em 546 nm, e a reagio com glutamato dehidrogenase,
GDH, em comprimento de onda de 340 nm.

i I
- .
H OH
3 § IO
”_/ \OH |C|‘/ \ﬁ
O O

GDH

NH," + NADH + a-cetoglutarato NAD + H;O + glutamato



2.5.3 Método Potenciométrico

A matoria dos métodos eletroquimicos para determinaciio de uréia
combinam a seletividade enzimatica com a sensibilidade dos métodos de
detec¢do potenciométricos.

O aumento na concentragdo de ions aménio, ions bicarbonato e ions
hidroxila via degradagéo da uréia, podem ser detectados, respectivamente, ou
por eletrodos ion-seletivos a aménio [15,16], ou por eletrodos sensores a
gases ( gas carbdnico ou amdma ) [17] ou ainda por eletrodos de membrana de
vidro ( medidas de pH ) [18].

Em todos os casos ha uma relagdo logaritmica entre o sinal obtido ¢ a
concentragio de uréia.

2.5.4 Método Volumétrico

Esta metodologia consiste na conversio de uréia em carbonato de
amonio, através da urease, e uma quantificagdo antes e depois da conversio,
por meio de uma titulagdo acido-base usando alaranjado de metila como
indicador.

Descrito inicialmente por Folin [19], este procedimento pode ser
aplicado diretamente em amostras com alto teor de proteinas, tais como soro
sangiiineo, com resultados satisfatérios mesmo quando a quantidade de uréia
presente for relativamentasbaixa.



CAPITULO 111

POTENCIOMETRIA COM ELETRODOS iON-SELETIVOS

Como neste trabalho utilizou-se o campo da potenciometria para
determinagdo enzimatica de uréia, julgou-se conveniente estabelecer certos
termos e pardmetros analiticos mais importantes nesta area, de acordo com a
nomenclatura recomendada pela IUPAC ( International Union of Pure and
Applied Chemistry ) [20,21].

1. GENERALIDADES

Até 1960, a maioria dos ions determinados potenciometricamente eram
detectados ou por eletrodos inertes, como nos sistemas de oxido-redugio, ou
por eletrodos de primeira, segunda ou terceira classe [22], dependendo do
nimero de fases separadas e em contato com a solugdo que estd em equilibrio.
A maior exce¢do a esses tipos de eletrodos foi a determinagdo de fons
hidrogénio por eletrodos de membrana de vidro, ou medidas de pH [23].

A partir do final da década de 60, com a introdugfio dos eletrodos de
membrana liquida baseados em trocadores iénicos, surgiu uma grande
vartedade de eletrodos sensiveis a varias espécies idnicas como ¢ discutido a

Seguir.

2. TERMINOLOGIA [24]
2.1 Eletrodos ion-seletivos

Eletrodos ion-seletivos podem ser definidos como sensores
eletroquimicos que respondem a atividades ibnicas de acordo com a equagio
proposta por Nernst:

E=E’ + RT/zF In(a,) . onde: {1}

E’ ¢ o potencial padrio da célula, R a constante dos gases, T a temperatura
absoluta, z, a carga ibnica ¢ a, a atividade do ion x que se deseja determninar.
O sinal da equagio € positivo quando x é um cétion e negativo quando x é um
dnion.
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Deve-se salientar que tormou-se comum referir-se a resposta de um
eletrodo como nemstiana, sempre que o potencial do eletrodo seja
proporcional ao logaritmo da atividade do ion em questdo, mesmo quando o
valor da constantc de proporcionalidade nio scja exatamente 2,303 RT/zF -
para z=1, esta constante € igual a 59,1 mV a 25,0 °C, mas valores até 55,0
mV sdo referidos como nemstianos devido as condigbes em que cada
determinagdo ¢ feita. O termo sub-nemnstiano é usado quando o valor desta
constante estiver abaixo de 55,0 mV e super-nernstiano quando for maior que
60,0 mV, _

fon primario ¢ o fon para o qual o eletrodo foi construido, sendo que a
maioria dos eletrodos sdo mais seletivos a uma espécie em relagdo a outras. O
determinando, ou analito, é a espécic a ser determinada. Nos métodos
potenciométricos diretos, o determinando é quase sempre o fon primario, isto
ndo se aplicando necessariamente aos métodos indiretos.

Interferente € definido como qualquer espécie, que nio o fon primdrio,
para 0 qual o eletrodo responde. Assim, é definido um coeficiente de
seletividade potenciométrico, K 97, g . como uma medida da seletividade de
um eletrodo para o ion primario A na presenga do interferente B. Quanto
menor o valor de K P°T, 5 , mais seletivo sera o eletrodo para o ion A na
presenca do fon B.

O tempo de resposta é definido como o tempo em que o eletrodo leva,
quando ocorre uma mudanga instantinea na atividade do analito, para vanar
em 1,0 mV a partir do potencial final de equilibrio; este tempo de resposta
depende das condi¢des experimentais usadas, envolvendo varios parametros.

Um grafico ou curva de calibragdo é aceito como a representagdo de
uma diferenga de potencial entre o eletrodo ion-seletivo € um eletrodo de
referéncia ( com valores positivos no topo do eixo das ordenadas ) contra o
logaritmo da atividade ou concentragio do ion primario na célula medida
(com o aumento da atividade ou concentragdo a direita do eixo das abcissas )-
FIGURA L

Sao definidos assim, o limite de detecgdo, L.D. , como sendo a menor
quantidade do analito detectada pelo eletrodo e o limite nemnstiano, LN. |
como a parte da curva que apresenta resposta linear ( nemstiana ) para uma
dada faixa de atividades ou concentragdes do analito.
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FIGURA 1 : Curva de calibragdo tipica para um ¢letrodo ion-seletivo.
PQ - por¢do nemstiana da curva;
QR - presengas de interferente(s) e ion primario;
RS - presenga(s) de interferente(s) somente.

A conexdo entre um eletrodo indicador e um de referéncia ( ou catodo e
dnodo em células eletroquimicas ), ¢ geralmente realizada por uma ponte
salina que permite a passagem dos fons mas ndo permite a mistura das
solugdes.

No limite entre duas solugdes nido semelhantes, por exemplo, existe
sempre uma alta resisténcia que envolve uma aprecidvel queda ohmica
estabelecendo-se um potencial denominado potencial de jungio liquida, E;.

O E; constitui um componente obrigatdrio no potencial de todas as
células nas quais exista uma jungdo entre solugdes de eletrdlitos com
concentragdes diferentes, sendo geralmente associado ao potencial padrio da
célula, E’ , bem como o potencial do eletrodo de referéncia,

As umcas células onde este componente do potencial ndo aparece sio
aquclas formadas por dois eletrodos, diferentes, imersos na mesma solugdo.

Para medidas de potencial com eletrodos ion-seletivos, EIS, é necessaria
a construgdo de células eletroquimicas, Assim, trés tipos de células sio
comumente usadas

1) células sem jungdo liquida
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Eletrodo referéncia/Solugdo amostra/EIS
2% células com uma Jungdo liquida
Eletrodo referéncia/Solugio referéncia/})/Solugdo amostra/EIS
3%) células com duas jungdes liquidas
Eletrodo referéncia/Solugéo referéncia/l,/ponte salina/J»/Solugdo amostra/EIS

Q eletrodo de referéncia ¢ definido como um eletrodo cujo potencial
ndo vana durante a medida na célula eletroquimica’ Sua fungdo é atuar como
uma meia-célula de potencial constante contra as variagdes de potencial que
podem ser medidas em varias amostras, pelo eletrodo ion-seletivo® Entretanto,
nenhum eletrodo de referéncia adota um potencial absolutamente constante em
todas as condigbes.'Os trés requisitos principais para que um eletrodo de
referéncia seja considerado satisfatorio s#o: reversibilidade, reprodutibilidade e
estabilidade.

Os eletrodos de referéncia mais usados sdo o de calomelano e o de
prata-cloreto de prata com potenciais bastante estiveis dependendo das
condigdes usadas.

O eletrodo de calomelano é representado por:

Hg,Cl; ( sat. ), KC1(x M)/ Hg®

onde x representa a concentragdo de KCI na solugdo. A reagdo do
eletrodo ¢ dada pela equagdo:

Hg.ClL, + 2¢ 2Hg" + 2CI'  E°=0,2676 V
O potencial é dado por:
E=E" - 0,0591 log [ CI] a 25,0°C {2)
O eletrodo de prata-cloreto de prata ( Ag/AgCl ) é um fio dc prata
recoberto com cloreto de prata e em solugdo de cloreto de potassio saturada
comn cloreto de prata. Sao representados esquematicamente por:

AgCl (sat. ), KCl(x M )/ Ag’

sendo a reagio parcial
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AgCl + ¢é Ag’ + Cr E’ = 0,2222V

O maior problema desse eletrodo ¢ a solubilidade relativamente aita do
AgCl em solugdes concentradas de ions cloreto, devido a formagdo de
complexos, sendo necessaria uma pré-concentragio da solugdo interna com
AgCl. Efeitos de histerese térmica sdo pequenos para ambos os eletrodos de
referéncia.

O conceito de atividade € necessario devido ao comportamento nio
ideal das solugdes, causado por interagdes entre as particulas.

A quantidade que ¢ usada para exprimir melhor a disponibilidade de um
ion em determinar as propriedades das solugdes ¢ a atividade relativa,
quantidade esta que considera a interagio do ion com sua vizinhanga,
relacionando-se com a concentragdo pela expressio:

a, =y: (; , onde: {3}

a, ¢ a atividade relativa, y; € o coeficiente de atividade e C, é a
concentragio molar da solugéo.

Em diluigdo infinita, ou em solugdo ideal, o coeficiente de atividade &
unitario ¢ a atividade do fon primario é proporcional a concentragio da
solugdo. Como geralmente o quimico analitico estd mais interessado na
determinagdo da concentragio de uma dada espécie, a forga idnica da solugiio
¢ mantida constante de forma apropriada. O coeficiente de atividade ¢ uma
fungdo da forga i6nica da solugio:

"1=%p, ZCiz? ., onde: {4)

C; ¢ a concentragdo molar de cada ion presente , z; a carga de cada ion
na solugéo ¢ p, a densidade do solvente utilizado. O coeficiente de atividade

de um ion individual pode ser calculado pela expressdo ampliada da lei de
Debye-Hiickel. Em dgua, a 25,0 °C : '

logyi = - %z (1)2/[1+ (1) 5

Nao ha método conveniente para avaliar o coeficiente de atividade para
ions individuats abstraindo-os dos outros. O coeficiente de atividade médio de
um eletrélito MN, € dado por:

logy:= -Yazmen (1)?/[1+(1)?], onde: {6}
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Zym € Zn 880 as cargas de M ¢ N, sem levar em conta o sinal.

2.2 Seletividade Potenciométrica

Infelizmente, os eletrodos ion-seletivos nio respondem exclusivamente
ao ion-pnmario, sendo necessario avaliar sua seletividade na presenga de
outras substincias interfercntes. Segundo a IUPAC [20], interferente é
qualquer espécie, diferente do fon primario, que afeta a medida do potencial da
célula, quando presente na mesma solugfo.

Existem duas classes de interferentes:

1) aqueles em que o eletrodo responde como se fosse o jon primério;

2) aqueles que reagem com o ion primario na amostra, diminuindo sua
concentracio aparente.

Uma modificagdo da equagdo de Nemnst, proposta por Nicolsky [25],
pode ser usada para definir o grau de seletividade para um ion primano, A |
em relagdo a um interferente, B ; para qualquer eletrodo ion-seletivo, o
potencial da célula medido, em mV, ¢ dado por:

E = K + RT/zF In(a, + ZgK", 5a?25) onde: {1}

Zo € zp s30 as cargas dos ions A e B e o termo K, constante, inclui o
potencial padrio do eletrodo indicador, E°, o potencial do eletrodo de
referéncia ¢ o potencial de jun¢o liquida, E; .

O terme K "°T,5 ¢ chamado de coeficiente de seletividade
potenciométrico. “E uma _medida da contribuigio do ion interferente ao
potencial medido,re quanto menor seu valor, mais seletivo Serd o eletrodo para
o fon primdrio.

O valor do coeficiente de seletividade ndo ¢ constante para todas as
atividades de A e de B, dependendo, portanto, do método usado para sua
determinagdo [26]. Existem dois métodos muito usados para este fim, o
método das solugdes separadas e o das solugdes misturadas.

No método das solugdes separadas, ¢ medido separadamente o
potencial de cada solugdo contendo o fon primario, em diferentes atividades, e
o ion mterferente, para uma atividade fixa, até que as medidas de potenciais
sejam iguais, de onde o coeficiente de seletividade é calculado. Este método
ndo simula as condigoes reais sob as quais os eletrodos sdo usados [27].

Ja no método das solugdes misturadas, pode-se manter a atividade do
interferente fixa, usualmente 107 ou 10° M, e variar a atividade do jon
primério, ou manter a atividade deste fixa e variar a atividade do interferente,
por exemplo, quando ¢ interferente € o ion H' ; neste caso, obtém-se curvas
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para exibir a faixa de trabatho do eletrodo em amostras de diferentes pH's
( Diagramas de Reilley ).

Medindo-sc os potenciais de solugdes, com atividade fixa do
interferente B, para diferentes atividades do ion primario A, ¢ construindo-se
um grafico de potencial versus atividade de A, uma curva do tipo apresentada
na FIGURA 1I ¢ geralmente obtida. Havera um ponto no qual o eletrodo
respondera igualmente a8 ambos os jons ¢ a relagdo

ap = K POT&B a’ZNZBB {2}

serd satisfeita.

A intersecgdo da linha de resposta memstiana extrapolada com a
horizontal, de interferéncia total, define aquele ponto, podendo-se calcular
K FOT, & [28].

A equagio {1} torna-se;

E = K + RT/z4F In(2a,) 3

A diferenga de potencial para solugdes A de atividade a,, com ¢ sem B
de atividade ag, ¢ dada por:

E =RT/z,F (In2a, - Inas ) =2,303 RT/z4F log2=(18,0/z ) mV {4}

a25,0°C.
Entdio, encontra-se no grafico a atividade de A na qual a linha
experimental difere na resposta nernstiana extrapolada por 18,0/z, mV. Assim:

K POTA,B = Ap ( graiﬁco ) / 4B ( fixada ) {5}

O coeficiente de seletividade é de aplicagio limitada. Seu uso deve ser
feito com particular atengéo, ja que seus valores fornecem apenas uma idéia
do grau de seletividade frente a interferentes, para cada tipo de eletrodo ¢
metodologia usados.

Certamente, desempenhos de eletrodos baseados nos coeficientes de
seletividade s6 devem ser feitos quando as medidas sdio realizadas
identicamente para cada eletrodo.
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FIGURA II: Exemplo de curva tipica de cahbragiio potenciométrica
para cilcio, na presenga de interferente, sodio, para o calculo do coeficiente
de seletividade potenciométrico.

3. CLASSIFICACAQ DOS ELETRODOS ION-SELETIVOS

A grande variedade de eletrodos ion-seletivos baseiam-se nas
propriedades de diferentes tipos de membranas as quais sdo definidas como
uma fase finita no espago separando duas outras fases e exibindo resisténcia a
mteracdo de diferentes espécies.

Baseado nos diferentes tipos de membranas, temos os seguintes tipos de
eletrodos ion-seletivos [24] :

1. Eletrodos de membrana de vidro;

2. Eletrodos baseados em sais inorgénicos;

3. Eletrodos baseados em trocadores idnicos e Suportes neutros;
4. Eletrodos sensores de gases;

5. Miscelanea.

3.1 Eletrodos de Membrana de Vidro

Em 1934, Lengyel ¢ Blum [29} mostraram que a mtrodugdo de AlLO; e
B>0; em vidro simples ( para medidas de pH ) aumentavam enormemente a
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resposta do vidro a ions sédio e de forma nernstiana. Nicolsky [25] foi o
primetro a apresentar a equagdo de Nernst modificada, que descreve a resposta
do cletrodo de vidro para ambos os ions, hidrogénio e sodio:

E=E° + RI/F In|a+) + KT gt ot a by | {6)

Nestes eletrodos, a resposta idnica seletiva a H" ou Na® é funcio da
composi¢do da membrana de vidro. No interior do vidro, a camada de silicato
de sédio permanece intacta ( vidro seco ) e o potencial Donnan é gerado
através de um mecanismo de troca ibnica entre ions H' da camada externa
( hidratada ) e aqueles presentes na solugdo de medida.

'/ .
Z

fn_".. iy

/=B

4=

?':::

ELETRODO DE REFERENCIA ;EE =

411

HASTE DE VIDRO /:: =1
SOLUCAD INTERNA ——J=
MEMBRANA DE VIDRO e

=F=

FIGURA II: Representagio ésquemética de um eletrodo de membrana
de vidro.

3.2 Eletrodos baseados em Sais Inorginicos

Os primeiros tipos dessa classe de eletrodos foram os de membranas
heterogéneas onde o material ativo ¢ disperso sobre uma matriz inerte. Tais
eletrodos precederam os de membrana homogénea nos quais a membrana ¢
composta por um cnstal simples, tal como fluoreto de lantanio em eletrodos
para fluoreto ou misturas homogéneas como nos eletrodos de prata ¢ haletos
em que as membranas sdo obtidas a partir de pastilhas prensadas de sais de
prata co-precipitados com sulfeto de prata [30].

Os centros ativos, para troca idnica no interior da membrana, sio fixos,
sem mobilidade, ocorrendo mudangas nas propriedades do material ativo.
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FIGURA 1V: Representa¢do esquemitica de um eletrodo baseado em
sais inorganicos.

3.3 Eletrodos baseados em Trocadores I§nicos e Suportes Neutros

Nos sistemas em que a membrana consiste em uma fase liquida, a
mesma ¢ representada por um liquido imiscivel em agua, em que esta
dissolvida uma substincia capaz de trocar o jon na solugdo para o qual o
eletrodo € seletivo. Essa substancia pode ser um complexo macrociclico nio
carregado contendo o ion ou outro composto neutro. A solugdo € suportada em
um diafragma poroso ou usada como um plastificante para um filme
polimérico ( eletrodos de membrana solida ).

Nos sistemas de membrana liquida com o trocador iénico dissolvido, o
sitio ativo ¢ o ion movem-se através da membrana e na interface com a
solugio, ocorre o processo de troca idnica entre os fons do sitio ativo ¢ os fons
livres na fase aquosa, mecanismo responsavel pela diferenga de potencial na
interface da membrana com a solugdo.

Para uma resposta nernstiana a um determinado ion A na presenca de
outro, B, € necessario que a posigdo de equilibrio seja atingida:

B*(aq.) + AR (org.) BR(org.) + A*(aq.)

onde R representa um grupo de sitios carregados [30].
18



Nesta classe, alguns ionéforos tem sido usados para determinagdes
potenciométricas em eletrodos de membrana solida, tais como a valinomicina

para ions potassio e antibidticos macrotetrolitos para ions amdmo, ilustrados
na FIGURA V [3]:

Valmomicina
\ / \ / \
rCH TH $H3 CH

o= 0 %m
O CH3 CH3 0\_ Macrotetrolitos
O R, CH,

R=Ry=R;=R,=CH; Nonactin

R=R;=Ry=CH; / Ry=C,Hs Monactin
R=R;=CH; / R,=R,=C,H; Dinactin
R;=CH; / R;R;=R,=C,H; Trinactin

FIGURA V. Estruturas da valinomicina e de antibidticos
macrotetrolitos utilizados como ionéforos neutros.

3.4 Eletrodos Sensores de Gases

Esses ¢letrodos sao células eletroquimicas completas, incorporando o
eletrodo ion-seletivo e o eletrodo de referéncia num mesmo dispositivo. Sdo
sensiveis as pressdes parciais dos gases em solugdo sem sofrer interferéncia
ibnica aprecidvel, o que os distingue dos demais eletrodos.

Os mais conhecidos 530 os eletrodos de diéxido de carbono , amonia
[31] e dioxido de enxofre, usados para determinar, respectivamentc, ions

19



bicarbonato, aménio e sulfeto, que sdo convertidos aos respectivos gases por
pré-tratamento da amostra.

ELETROLITD
INTEANOD

ELETRODO DE
REFERENTIA

MEMERANA

FIGURA VI Eletrodo sensor de gas.

3.5 Misceldnea

Sensores nesta classe incluem, principalmente, os eletrodos enzImaticos
€ 0s surfactantes.

Os eletrodos enzimaticos [32] envolvem reagdes do tipo enzima-
substrato sendo bastante especificos ¢ aliada a elevada seletividade
potenciométrica sdo desenvolvidos excelentes métodos de analise.

ENZIMA
SUBSTRATO == PRODUTOS

Os eletrodos surfactantes sdo semelhantes aqueles baseados em

trocadores iGnicos organicos, respondendo a surfactantes catidnicos [33] e
amiénicos [34).
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FIGURA VII. Eletrodo de membrana liquida.
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CAPITULO TV

ENZIMAS

1. INTRODUCAO [35] |

Enzimas sdo catalisadores especiais de origem biologica presentes em
todos os seres vivos, acelerando varias reagdes metabdlicas Importantes para a
vida.

Sendo proteinas, tém elevado peso molecular, na faixa de 1 x 10° a
2x 10° g/mol, sdo termolabeis e desnaturam-se pela elevagdo da temperatura.
Como a maioria dos catalisadores, as enzimnas atuam no abaixamento da
energia de ativagio, acelerando a velocidade de reagdo e atingindo o estado de
equilibrio sem modifica-lo e sem modificarem-se.

Muitas enzimas sio isoladas de forma pura ou cristalina, sendo algumas
provenientes de mais de uma fonte natural. O estudo sistemdtico de
Enzimologia comegou no século XIX com procedimentos de purificagido ¢
determinagéo de estruturas. Liebig ¢ Wahler [36] extrairam suco de améndoas
para catalisar a hidrdlise da glicose.

Grande parte da histéria da bioquimica ¢ a histéria da pesquisa
enzimatica. O nome enzima (“no levedo™) somente foi usado em 1877, porém,
muito anteriormente jaA se suspeitava que os catalisadores bioldgicos
participavam da fermentagdo do agicar para formar o 4lcool ( dai o nome
micial “fermentos”). A primeira teoria geral de catalise quimica, publicada em
1835 por 3.J. Berzelius, incluia um exemplo do que se conhece hoje como uma
enzima, a diastase do malte, ¢ indicava que a hidrélise do amido era mais
eficientemente catalisada pela diastase do que pelo acido sulfiirico.

Uma enzima € capaz de catalisar uma reagfo particular de um substrato
mesmo existindo isdmeros desse substrato ou compostos de estrutura similar
devido a sua alta especificidade, além dc sua elevada sensibilidade.

Atualmente j4 se conhecem mais de 2000 enzimas, sendo algumas delas
comercializadas na forma pura e cristalina. O seu uso em quimica analitica e
outras areas correlatas € bastante desenvolvido, permitindo a determinagio
ndo so de substratos variados, mas também de alguns metais que atuam como
ativadores (ou inibidores) de algumas enzimas, os chamados cofatores
enzimaticos [37].
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Ainda que a matoria das enzimas envolvidas nas atividades metabélicas
fundamentais das células tenham sido identificadas, muitos problemas
importantes permanecem sem solugdo, incluindo o controle genético da sintese
enzimatica, 0$ mecanismos moleculares pelos quais a atividade enzimatica é
regulada, e o papel das formas miiitiplas de certas enzimas no
desenvolvimento e na diferenciagdo. Acima de tudo, estudos constantes tem
sido realizados, em termos moleculares, para s¢ descobrir como as enzimas
catalisam as rea¢des quimicas com eficiéncia, precisdo e especificidade tdo
elevadas [38].

Uma classificagdo sistematica das enzimas foi adotada pela Enzyme
Commission [38], devido a descoberta de novas estruturas. O novo sistema
divide as enzimas em seis classes principais e conjuntos de subclasses, de
acordo com o tipo de reagdo catalisada - TABELA 1.

TABELA I Classificagdo intemacional das enzimas ( nome das
principais classes, numeros de codigo e tipos de reagdes catalisadas ):

t. Oxido-redutases (reagdes de oxi-redugio)
.1 agndo em _“CH—QH
1.2agndoem _—C=—0

13 agindoem _=C =CH— 4. Liases (adigdo & duplas ligagdes)

41 C=c
1.4 agindo em “CH—NH, =~
-\-‘“‘ —
1.5 agindo em "CH—NH— 42 =0
1.6 agindo em NADH ; NADPH 43 SC=—=N—

2. Transferases (transferéncia de grupos funcionais) 5. Isomerases (reagdes de isomerizacdo)

2.1 grupos de um carbono 51 s ¢ epi

2.2 grupos aldeddcos ou cetdricos _
2.3 grupos acila 5.2 cis-trans somerases
2.4 prupos glcosila 6. Ligases (formagfo de ligagdes com
2.7 gnpos fosfato desdobramento de ATP)
2 8 grupos cortendo S 61 C~—0
3. Hidrolases (reagdes de hidrolise) 62 C—S§
3.1 ésteres 63 C—N
3.2 kgagdcs gicosidicas 64 C—C
3.4 Tgacdes peptidicas

3.5 owtras ligagdes C—N
3.6 anidridos acidos
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Cada enzima recebe um nome recomendado ( para uso didrio ), um
nome sistematico ( para identificar a reagdo catalisada } € um numero de
classificagéio ( para publicagdes cientificas ).

2. CINETICA ENZIMATICA [38]

A teoria geral da agdo enzimadtica e cinética para sistemas com um
substrato foi desenvolvida por Michaelis-Menten.

Segundo esta teoria, a enzima, E, primeiro combina-se com o substrato,
S, para formar um complexo enzima-substrato intermediario e transitorio, ES.
Este complexo resulta de uma interagdo entre o sitio ativo da enzima e a
molécula do substrato que se rompe para formar o(s) produto(s), P, liberando
a enzima.

k;
E+S == pg )
k_,
k;
ES =—== p . (1)
k.2

onde k;, k _;, kz ¢ k_; sdo constantes de velocidade.

As reagdes sd0 consideradas reversiveis.

A velocidade de reagio no tempo t, ou seja, a velocidade de consumo
de substrato ou formagio de produto diminui em fungio do tempo, devido a
dimnuigio da concentragio de substrato no decorrer da reagao.

Uma ampliagio da hipétese de Michaclis-Menten, assume um estado de
equilibrio estacionario, onde a velocidade de formagdo do complexo enzima-
substrato, ES , € igual a sua velocidade de desdobramento, de onde a
concentragao de ES permanece constante.

A concentragdo total de enzima, E, , ¢ a soma das formas livre ¢
combinada:

(E:| = [E] + [ES] {1}
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E necessario definir matematicamente uma expressio geral para a
velocidade inicial de reagdes catalisadas por enzimas, v, , considerando-se que
e€ssas reagOes ocorrem em duas ctapas, dadas por (I) e (II). A velocidade
micial ¢, evidentemente, igual a velocidade de desdobramento de ES :

vo = d[P}/dt = k; [ES] {2}

Entretanto, uma vez que nem k; nem [ES| podem ser determinados
diretamente, devemos encontrar uma expressdo alternativa para v, em termos
de outras varidveis que possam ser medidas mais facilmente. Assim, a
velocidade de formagdo de ES , apartir de E e § (I), ¢ dada por:

dIES}/dt = ki [E||S] = ki ([E]-[ES])|S] {3}

Ainda que ES possa também ser formado a partir de E e P | pela
reacdo inversa (IT), a velocidade dessa reacdo pode ser desprezada, uma vez
que estamos considerando o inicio da reagfio quando a concentragio de
substrato é muito elevada e a concentragdo de produto é préxima de zero.

A velocidade de desdobramento de ES é dada por:

-d|ES)/dt = (k.1 + k; ) [ES] {4}

Assumindo o estado de equilibrio estacionario, temos:

ki ([Ed - [ES]){S] = (k.; + ko) [ES] {5}
Rearranjando a equagdo {5}, obtemos:

(IST (IE{] - [ES] ) MIES] = (k.; + k; )/k; = Ky {6}

A constante Ky é assim definida como constante de Michaelis-Menten.
Deduzindo-se o valor de [ES] da expressio {6} :

[ES] = [E] [S]/(Km + [S]) N
Substituindo o termo [ES| na equagdo da velocidade micial, v, , temos:

Vo = k2 |ES] = Kz ([Ed [S]/(Km + [S])) {8}
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Quando a concentragéio de substrato é tdo elevada que, essencialmente,
toda enzima no sistema esta prescnte como o complexo ES, isto ¢, quando a
enzima esta saturada, atingimos a velocidade inicial maxima, vy, , dada por:
Vmix = Ky [E¢] %

Finalizando, chegamos a equagdo de Michaelis-Menten, para um
substrato:

Vo = Vmix [S]/ (Km + {S]) {10}

Os valores das constantes cinéticas, Kpy € Vmix , podem ser obtidos de
um grafico v, versus [S] como se segue:

Vmox fm-——mm e e

VELOCIDADE
3<
N

L
'
1
I
1
1
|
]

H | 1 1

Km 2Km 3Km 4Km SKm
CONCENTRACAD DO SUBSTRATO

FIGURA I: Efeito da concentragio de substrato na velocidade inicial
da reacdo enzimatica.

A velocidade inicial dc uma reagio enzimatica ¢ entio uma fun¢ido da
concentragdo de enzima e do substrato - equagdo {10}. Fixando-se a
concentragdo da enzima, a velocidade aumenta com a concenfracdo do
substrato até certo ponto quando o excesso de substrato é alcangado e depois
da qual, ndo ha mais aumento na velocidade reacional pela adicdo de mais
substrato.

O valor de Ky pode ser considerado como inversamente proporcional a
afinidade da enzima pelo substrato; quanto menor o seu valor, maior sera a
afinidade e vice-versa. Assim, esta constante ¢ um bom pardmetro quantitativo
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de uma reagdo enzimatica, ndo dependendo da concentragdo de enzima. O
valor de Ky € igual 4 concentragiio de substrato na qual a velocidade inicial da
reagao € a metade da velocidade maxima, sendo expresso em mol/L.

Outras formas da equagdo de Michaelis-Menten sdo também usadas
para se determinar Ky € Vg, COmMo a equagio de Lineweaver-Burk que
lineariza a equagdo {10} tomando-se o reciproco da mesma

Ve = ((Ky/ Viax) V[S] } + ( 1Amax) i3

Um grafico 1/vyg,, versus 1/[S] é uma reta com coeficiente angular de
Km/Vmix € intercepto 1/vys, nas ordenadas e - 1/Kp nas abcissas,

cosficiente _ l/ Vo Km

angular I/S Vrmax

/ ]/VI'I'IUX

K'/Krn 1 / S

+

FIGURA 11: Linearizagdo da equagdio de Michaclis-Menten segundo
Lineweaver-Burk.

3. ATIVIDADE ENZIMATICA [35]

A velocidade inicial de uma reaclio enzimatica é diretamente
proporcional ao nimero de sitios ativos presentes, quando a concentragiio de
substrato ndo esta cm niveis de saturagdo ¢ outras variaveis sdo otimizadas e
mantidas constantes.
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A saturagdo do substrato ( elevada concentragdo ) limita a reagdo apenas
pela concentragdo da enzima. Nestas condigdes, a atividade enzimatica pode
ser estimada pelo acompanhamento da velocidade reacional.

A atividade enzimatica € fung@o direta de suas estruturas tercidria ¢
quaternaria. Todo tratamento que modifique a conformagdo da enzima como
aquecimento, alteragdo do pH do meio e outros, modifica também a estrutura
do sitio ativo dimnuindo suas propriedades cataliticas.

A unidade de atividade ¢ estabelecida através da medida da velocidade
de reagdo a partir de uma quantidade de substrato consumido ( ou produto
formado ), numa unidade de tempo e temperatura especificos.

Grande nomero de definigdes de unidades tem sido usadas. Uma nova
unidade internacional para atividade enzimatica é recomendada pela Enzyme
Commission [38], denominada katal ( kat ), define-se como a quantidade de
enzima que transforma 1 mol/s de substrato a 25,0 °C. A nova unidade esta de
acordo com as dimensdes das constantes de velocidade em cinética quimica,
sendo expressa também em termos de seus submiltiplos, mili, micro e nano
katals.

Outras expressdes de atividade podem ser usadas:

1} Atividade especifica - expressa em unidades de enzima por miligrama
de proteina ( U/ mg proteina );

2) Atividade molecular - expressa como umidades por micromol de
enzima em condigdo 6tima de substrato { nimero de moléculas de substrato
transformadas por minuto por molécula de enzima ),

3) Centro de atividade catalitica - definido como o niumero de moléculas
de substrato transformada por minuto por centro catalitico de enzima:

4) Concentragdo em unidades por mililitro ( U/ mL).

4. FATORES QUE MODIFICAM A CINETICA ENZIMATICA

Existem fatores que afetam as reagOes enzimaticas atuando no
mecanismo cmético dessas reacdes, podendo aumentar ou diminuir a
velocidade reactonal, pela modificagdo na estrutura dos sittos ativos das
diferentes enzimas, €, consequentemente, alterando a atividade catalitica.

Os principais fatores sdo: concentragdo do substrato, concentragdo da
cnzima, presenga ou auséncia de ativadores e inibidores, temperatura, pH e
forga 16nica da solugédo {35].

4.1 Influéncia da concentragio de Substrato
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Para concentra¢des de substrato muito baixas, a velocidade inicial de
reagdio ¢ diretamente proporcional & concentragio de substrato, aplicando-se a
cinética de reagdes de primeira ordem.

Vo = { Vmax / Km ) [S] {12}

Quando a concentragiio de substrato é elevada, a enzima € considerada
saturada com seu substrato ¢ a reagfio é, essencialmente, de ordem zero.

Vo = Vi {13}

A velocidade inicial ndo depende da concentragdo de substrato.

A medida que a concentragdo de substrato vai aumentando, a velocidade
inicial de reagdo se reduz ¢ ndo mais se toma aproximadamente proporcional a
concentragdo de substrato; nesta zona, a reagdo ¢ de ordem mista.

Podem ocorrer também, uma diminui¢do na velocidade da reagdo por
uma elevada concentragio de substrato ou por outras causas como a
competigdo ou formagdo de complexos com duas ou mais moléculas de
substrato combinando-se com um sitio ativo da enzima apenas.

4.2 Influéncia da concentra¢ao da Enzima

Teoricamente um aumento na velocidade reacional pode ser observado
por um aumento na concentragio de enzima, mas esta linearidade ¢é
interrompida para concentragdes muito altas da mesma. Isto ndo significa
queda de atividade, mas limite no método de detecgio.

Vo = (k2 [S]/ (Km+[SD)E. {14}

Os desvios da linearidade s@o provavelmente devido a algumas medidas
na presenca de agentes ativadores ou imibidores na preparagio das enzimas.

4.3 Influéncia de Ativadores

Ativadores ou cofatores enzimaticos sdo substincias necessanmas a
enzima para toma-la catalisador ou aumentar seu poder catalitico. O efeito da
concentragao de um ativador na velocidade inicial € similar ao da concentragéo
de substrato. Em concentracdes elevadas, a enzima ¢ ativada a0 maximo ¢ a
velocidade passa a ndo depender mais da concentragio do ativador.
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Alguns ativadores sio ions metalicos simples como Mn®*, Cu?*, Ca®* ou
podem ser substincias organicas complexas como derivados vitaminicos [39].

Nas enzimas que requerem ions metalicos como cofatores, estes podem
servir como o centro catalitico primario, um grupo de higagdo para unir o
substrato e a enzima em conjunto ( via a formagdo de um complexo de
coordenagio ), ou ainda um agente estabilizando a conformagdo da proteina
em sua forma cataliticamente ativa, como por exemplo a enzima ferro-
porfirinica catalase , que catalisa a decomposigdo muito rapida do peroxido de
hidrogénio em 4gua e oxigénio. _

As enzimas que requerem fons metalicos sdo algumas vezes
denominadas metaloenzimas.

VELOCIDADE
INICIAL

CONCENTRACAO DO ATIVADOR

FIGURA HI: Variagio da velocidade inicial de uma reagdo enzimatica
com o aumento da concentragdo de um ativador genérico.

4.4 Influéncia de Inibidores

Estudos de inibigdo pgeralmente indicam algco em relagio a
especificidade de uma enzima, a arquitetura fisica e quimica do sitio ativo ¢ o
mecanismo cinético da reacio [40].

O inibidor ¢ uma substancia que causa uma redugdo na velocidade de
uma reagio catalitica, reagindo com o proprio catalisador ou com o substrato.
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As enzimas sdo muito sensiveis a tragos de metais ¢ a inibicio de
reagOes enzimaticas tem sido usada para a determinagdo do agente inibidor,
geralmente um metal. Este agente pode ou ndo causar um envenenamento
irreversivel da enzima tomando a mesma inativa cataliticamente [41].

Os trés tipos principais de inibi¢do enzimdtica reversivel - competitiva,
ndo-competitiva € incompetitiva - podem ser distinguidas experimentalmente
pelos efeitos do inibidor sobre a cinética de reagdo da enzima, que pode ser
analisada em termos da equagdo basica de velocidade de Michaelis-Menten, ja
vista anteriormente, através dos pardmetros Ky € Vs [38].

4.4.1 Inibi¢io Competitiva

O trago marcante da inibigdo competitiva ¢ que o inibidor pode
combinar-se com a enzima livre de tal forma que ele compete com o substrato
normal pela ligagdo ao sitio ativo. Um inibidor competitivo reage
reversivelmente com a enzima para formar um complexo enzima-inibidor, EI |
analogo ao complexo enzima-substrato.

e ———

E +1 El
A molécula do inibidor nfio ¢ quimicamente alterada pela enzima, sendo
definida uma constante do inibidor, K, , dada por:

Ki = [EI]/[E] [1]

A nibigdo competitiva é reconhecida experimentalmente pois a inibigdo
percentual para uma concentragdo fixa do inibidor € reduzida pelo aumento da
concentragdo do substrato.

Quando graficos do tipo Lineweaver-Burk sio obtidos, para diferentes
concentragdes do inibidor, estes produzem linhas retas interceptando o eixo
I/v, num unico ponto. A presenga de um inibidor competitivo aumenta o Ky
aparente da enzima para o substrato, ou s¢ja, faz com que seja necessaria uma
concentracdo mais elevada de substrato para atingir a velocidade inicial
maxima da reagio.

A partir da relagdo entre a estrutura molecular de um inibidor
competitivo ¢ sua afinidade pela enzima, informagdes valiosas sobre a
estrutura e a geometria do sitio ativo podem ser obtidas, abordagem esta muito
importante no mapeamento dos centros cataliticos da enzima.
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4.4.2 Inibicio Nao-competitiva

Um inibidor ndo-competitivo pode combinar-se seja com a enzima livre
seja com o complexo enzima-substrato, ES . interferindo na acdo de ambos.
Estes intbidores ligam-se a um sitio da enzima diferente do sitio ativo, muitas
vezes deformando a molécula enzimatica, de modo que ela ndo forma o
complexo ES na velocidade usual e este ndo se desdobra na velocidade normal
para originar os produtos. Esses efeitos ndo sdo revertidos pelo aumento da
concentracdo de substrato.

Na inibi¢do ndo-competitiva, a reagdo com o inibidor gera duas formas
mnativas, EI ¢ ESI:

— i

E + 1 El

e ————

ES + 1 ESI

para as quais existem duas constantes de inibigio:
K:*' = [EI]/ [E] 1]
K*" = [ESI] / [ES] [1]

que podem ou ndo serem iguais.

Os graficos de Lineweaver-Burk obtidos, diferem na inclinagdo ndo
apresentando uma interceptagfo comum no eixo 1/v, . A interceptacio no eixo
1/v, € maior para a enzima inibida do que para a enzima ndo inibida, indicando
que Vmy: ¢ diminuida pelo inibidor & que ndo pode ser restabelecida mesmo
pela adi¢do de concentragdes elevadas de substrato, ou seja, o valor de Ky
permanece inalterado.

4.4.3 Inibi¢do Incompetitiva

Neste tipo de imibigdo, nome este ndo muito adequado, caracteriza-se
pelo fato de o inibidor nio se combinar com a enzima livre nem afetar a reagio
com seu substrato normal; contudo, ele combina-se com o complexo ES para
formar um complexo inativo enzima-substrato-inibidor, ESI , incapaz de sofrer
a etapa subsequente da reagdo originando os produtos:

ES + 1 ESI

A constante do mibidor € dada por:
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K = [ESI}/ [ES] [1]

A 1nibigdo incompetitiva é reconhecida nos graficos 1/, versus 1/[S] ,
em concentragdes fixas de inibidor. E tipico deste tipo de mibigdo que a
inclinagdo dos graficos permanece constante para concentragdes crescentes de
inibidor, porém, a velocidade inicial maxima diminui A thibigdo incompetitiva
€ rara em reagdes de um substrato, mas comum em reagdes contendo dois ou
mais substratos.

TABELA II: Resumo dos efeitos dos inibidores nos graficos de
Lineweaver-Burk, duplo-reciproco: 1/v, versus 1/[8] .

INIBICAO INCLINACAO INTERCEPTO
AUSENTE KM/ Vina 1 /Vax
COMPETITIVO Kt/ Vinao 1H([T)/K ) 1/ Vi
NAO-COMPETITIVO® K/ Vima( 1+H([TI/K D)) Vvma HH([T)/Ky))
INCOMPETITIVO K/ Vinix 1 Vi 1+([TJ/K))

" Considerando ambos o0s K; como sendo iguais.
4.4.4 Inibicao Irreversivel: modificacio enzimatica

Algumas enzimas sofrem inativacdo irreversivel quando sdo tratadas
com agentes capazes de modificar, através de ligagdo covalente e permanente,
um grupo funcional necessario para a catalise tomando a molécula enzimatica
inativa.

Este tipo de inibigio ndo pode ser analisado pelos principios de
Michaclis-Menten, que consideram a formagdo dos complexos EI ou ESI
COMO Teversiveis.

Muitas vezes essa inibigdo irreversivel se estabelece lentamente em
comparagdo com a cinética de reagdo normal da enztma, de maneira que a
inibigdo ¢ inicialmente incompleta, porém, aumenta continuamente com 0
tempo, devido & modificagdo quimica de uma fragao progressiva de moléculas
enzimaticas. Diz-se, entdio, que o catalisador biolégico estd envenenado, ou
seja, inativo.
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4.5 Influéncia da Temperatura

A reagdo enzimética consiste de trés passos: a formagdo do complexo
enzima-substrato, a conversdao deste num complexo enzima-produto e a
dissociagio deste ultimo em produtos e enzima livre. O efeito total da
temperatura na reagio resultara na separacio desses trés passos individuais.

fragdo da enzima otiva

l

- reogac ndo cotalizada
por enzima

-— reocdo cotelizodo
por enzima

VELOCIDADE

TEMPERATURA

FIGURA 1IV: Efcitc da temperatura na velocidade de reacio
enzimatica.

Com o aquecimento, a energia livre de Gibbs ¢ a entropia associadas,
contribuirdo para os processos termodinamicos observados:

dG = dH - TdS (15

Para cada enzima existe uma temperatura ¢tima para um determinado
conjunto de condigdes experimentais. A velocidade de reagdo aumenta a
medida em que se eleva a temperatura. Este aumento leva a um aumento da
agitagdo molecular ¢ da freqiiéncia de colisdo entre as moléculas da enzima e
do substrato, aumentando também a desnaturagio protéica pela modificagio
da estrutura espacial da enzima.

Para evitar-se grandes perdas de atividade, as enzimas sdo
acondictonadas sob refrigeragdo, entre 2 ¢ 5 °C. A temperatura recomendada
para se desenvolver reagdes enzimaticas ¢ de 25 °C, embora possa otimizar-se
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a mesma de acordo com as condigOes experimentais de andlise mais
satisfatorias.

Ainda que muitas enzimas sejam inativadas em tempcraturas acima de
55 °C, algumas sio bastante estaveis € mantém a atividade em temperaturas
muito elevadas, como, por exemplo, as enzimas de varias espécies de bacténas
termofilicas que habitam fontes de dgua quente, apresentando atividade em
temperaturas da ordem de 85 °C [38].

4.6 Influéncia do pH

As enzimas apresentam um pH 6timo no qual tem atividade maxima,
sendo determinado experimentaimente para cada condig¢io de trabalho.

A forma do perfil de atividade em fungo do pH varia usualmente com a
concentragdo do substrato, uma vez que 0 Ky da maioria das enzimas se
altera com o pH. Essas curvas serdo mais significativas se a enzima for
mantida saturada com seu substrato em 10dos os valores de pH estudados. Em
muitos casos de cinética enzimatica, 0 pH ¢ mantido constante no seu valor
otimo ou préximo deste.

O pH 0timo de uma enzima ndo é necessariamente idéntico ao pH de
seu meio intracelular normal, que pode ¢star saturado na parte ascendente ou
descendente de seu perfil de atividade em fungdio do pH. Isso sugere que a
inter-relagdo pH-atividade enzimatica, pode ser um fator de controle
intracelular da atividade da enzima [38].

citrato {pH 6,7)

acetato

Zeelato ,.-fosfato {pH 7,3)
PH S,

ATIVIDADE RELATIVA

| 1 L 1
60 70 B,0 %0

pH

FIGURA V: Perfil das curvas de atividade relativa de urease em fungio
do pH, feitas em diferentes solugdes-tampao.
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Os sittos ativos das enzimas sdo geralmente compostos por grupos
ionizaveis, que devem estar na forma idnica apropriada para manter sua
conformagdo. E facil compreender que quando um grupo - COO' do sitio ativo
¢ necessario a fixagdo do substrato, a diminui¢do do pH do meio acarreta sua
transformagéo em - COOH, ndo permitindo mais a imobilizagdo do substrato ¢
suprimindo a atividade da enzima.

Além desse fator, meios fortemente acidos ou alcalinos contribuem para
a desnaturagdo da enzima, modificando a estrutura tridimensional com perda
da atividade catalitica.

4.7 Influéncia do Sistema Tampdo - For¢a Ionica

A forga idnica afeta a reagdo enzimatica pela mudanga no equilibrio da
mesma. A atividade de um sistema enzimatico depende nio s6 do valor de pH,
mas também do tipo de solugdo tampdo usada, que pode afetar a atividade ou
a estabilidade de uma enzima, devido a presenga de cargas, ativagdo anidnica,
termodinidmica da reagfio, entre outros.

Para obter-se resultados reprodutiveis, deve-se eliminar cuidadosamente
ions interferentes e controlar a forga i6nica para se assegurar a concentraciio
efetiva dos reagentes.
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CAPITULO V

IMOBILIZACAO ENZIMATICA

1. INTRODUCAO

O uso de enzimas com fins analiticos tem sido limitado devido a
algumas desvantagens como: altos custos para extragdo ¢ purificagdo das
macromoléculas enzimaticas, instabilidade em solugdio, baixa precisfio ¢ sua
nao recuperacao.

A imobilizagdo sobre suporte insoldvel aumenta a estabilidade
enzimatica, facilitando o uso em analises quimicas.

Em 1916, Nelson e Griffin [42] mostraram que a invertase adsorvida em
carvo, conservava sua atividade catalitica, sendo usada varias vezes.

A partir de 1960, as pesquisas foram intensificadas utilizando-se novos
suportes poliméricos como derivados de poliamino-estireno e cloreto de
polivinila.

2. TECNICAS DE IMOBILIZACAO [35]

Existem varios tipos de imobilizagdo enzimatica, desde aqueles
envolvendo interagbes fracas do tipo adsortivas, até aquelas onde ha uma
ligagdo quimica propriamente entre grupos reativos da enzima ¢ de um suporte
apropriado.

De um modo geral, a imobiliza¢do enzimatica oferece vantagens em
relagdo a enzima solivel como:

1) reutilizagdo, diminuindo o custo por analise;

2) maior estabilidade, pois sdo mantidas num ambiente quimico
semelhante aquele encontrado na natureza;

3) mterferéncias reduzidas frente a inibidores presentes.
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2.1 Imobilizacdo por Oclusio

Neste processo, as moléculas da enzima ficam retidas dentro de uma
rede tridimensional de um polimero insolivel em 4gua ou dentro de
microcapsulas delimitadas por uma membrana semi-permeavel, permitindo
somente a passagem do substrato e produtos reacionais.

A imobilizagio em cloreto de polivinila ( PVC ), consiste na
ncorporagdo da enzima dentro da matriz de PVC. As membranas obtidas
apresentam boas caracteristicas mecdinicas ¢ alta scletividade, embora outros
polimeros também possam ser usados tais como poliacrilamida, metacrilato,
amido, entre outros. Algumas vezes sdo adicionados agentes plastificantes
com o propdsito de tornar o polimero mais flexivel nas condigdes de uso.

Menos usada € a técnica de microencapsulagio [43), onde uma solugido
aguosa da enzima e um mondmero hidrofilico sfio misturados com um solvente
organico insolivel em agua; a adi¢do de um segundo mondémero hidrofébico
provoca uma reagdo de polimerizago, levando a formagdo de uma membrana
ao redor das microgoticulas, assim geradas.

2.2 Imobilizagio por Adsorcio

Neste processo, estdo envolvidas forgas de interagdo fracas entre o
suporte ¢ a enzima ( Van der Waals ou pontes de hidrogénio ). Entre os
adsorventes mais usados estdo o quartzo, o vidro, o carvio ativo, a silica-gel, a
alumina ¢ resinas de troca iGnica [44].

A maior vantagem deste método reside na simplicidade e no emprego de
condigdes brandas de imobilizagio, preservando a atividade enzimatica,
Porém, devido as interagdes envolvidas, no decorrer do tempo ha uma
dessorgdo progressiva das enzimas, diminuindo o tempo de vida util da enzima
unobilizada.

2.3 Imebilizacio por Ligacdo Covalente

Este método envolve a formagdo de ligagdo quimica efetiva entre a
enzima e grupos reativos de um suporte. Para evitar a desnaturacio
enzimatica, € necessario proceder a uma ativagiio prévia dos grupos funcionais
do suporte.

Os suportes sdo escolhidos por caracteristicas como solubilidade,
presenga de grupos funcionais, estabilidade mecénica e area superficial. Os
mais usados sdo o vidro poroso, poliestireno, agarose, celulose, carboximetil-
celulose, nylon [45] e outros.

E uma técnica simples e que utiliza menores quantidades de enzimas,
muito usada quando o prego das mesmas ¢ elevado. O inconveniente principal
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€std no nisco de inativagdo total ou parcial da enzima no decorrer da reagio de
fixag#o.

TABELA 1. Grupos funcionais de enzimas que participam dos
processos de imobilizagdo sobre suportes apropriados:

GRUPO MATRIZ

Amino _ a ¢ B amino-grupos
Carboxilico B ey carboxil-grupos
Tiol S-H cisteina
Hidroxila fendlica tirosina

Imidazol histidina

Hidroxila serina

2.4 Imobilizagéio por Ligacio Covalente Cruzada

Nesta técnica, as moléculas da enzima ligam-se entre si por pontes
intermoleculares, utilizando agentes bi ou multifuncionais, Alpuns desses
reagentes sdo: acido bis-diazo benzidina, tolueno-2-isocianato-4-isotiocianato,
glutaraldeido e varios outros do género.

Dos reagentes polifuncionais, o glutaraldeido ¢ o mais usado para esta
técnica de imobilizagio, devido i baixa toxicidade ¢ baixo custo quando
comparado com os demais. As ligagdes formadas pela reagdo entre a enzima e
glutaraldeido sdo irreversiveis com elevada resisténcia a vantagdes de pH e
temperatura. Tem sido sugerido que a reagdo com glutaraldeido mais provavel
envolve adigdo conjugada de amino-grupos da enzima a liga¢des etilénicas de
oligbmeros o, B-insaturados, contidos na solucdo aquosa de glutaraldeido
comercialmente usada [46].

A reagdo entre o glutaraldeido ¢ a enzima é mostrada a seguir:
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OHC—(CH,)7—CHO

11

"HO "HO "HO

~—CH=C—(CHy);y—CH=C—(CHy)y— CH-=—=C—(CH,)y—

l H,N-ENZIMA

"HO HO HO
—(EH—CH—(CHZ);!—CH———~C—(CH2)2——CH—CH—(CH2)2“—
HN-ENZIMA HN-ENZIMA

Esta técnica propicia complexos de alta atividade e grande resisténcia a
desnaturagdo, explicada por fenémenos de mpedimento estérico. A maior
desvantagem € que muitas enzimas sdo sensiveis 2 reagdo perdendo a
atividade catalitica. Assim deve-se otimizar a quantidade  de agente
imobilizante para que o processo seja vidvel numa andlise quimica.

A seguir ¢ ilustrado um exemplo de pré-ativagdo de um suporte
polimérico, entre uma variedade muito grande de reagdes de acoplamento,
para minimizarem-s¢ efeitos de inativagdo catalitica por efeito da imobilizagdo
enzimatica posterior [35]:

l H

S$=C
~I E—NH, |
R—@— NH, me——m RNCS ~——=> R N—C=S§
-2 HCI l
E/NH

suporte suporte ativado enzima imobilizada

2.5 Influéncia do uso de glutaraldeido como agente imobilizante de
proteinas [47]

Um dos agentes de ligagio entre-cruzada para estruturas protéicas mais
disponiveis comercialmente, glutaraldeido (pentanodial), tem encontrado larga
aplicagdo no uso de imobilizagio enzimatica em suportes solidos para
biossensores, em reatores enzimaticos, em cromatografia por bioafinidade e
em pesquisa de imunossensores quimicos.

A efetividade da imobilizagdo com glutaraldeido, GA, depende
diretamente das condigdes experimentais em que tal procedimento é aplicado,
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devido & multiplicidade das estruturas quimicas possiveis em cada situagio.
Diferentes estudos tem mostrado que solugdes aquosas de GA ( 25 ou 70 %)
representam misturas de multicomponentes. O pH destas solugdes ¢ de

aproximadamente 3,1 e pode ser explicado se alguns dos grupos aldeidicos sdo
parcialmente oxidados aos acidos carboxilicos correspondentes.

Analises por RMN-'H indicaram algumas estruturas do GA em solugio
aquosa, acida ou neutra: GA livre (1), linear- mono (1) e dihidratos (I11), um

hemiacetal ciclico (IV) ¢ oligdmeros (V), como é mostrado na FIGURA 1, a
seguir:

H,0
HCO HCO

¢)) (II) {(11I)

PR
HWQ\O’Q\OH HOQ(?\};)

(V)

FIGURA I: Principais estruturas do GA em solugio aquosa.

Todas as formas propostas para o GA podem reagir com proteinas
formando produtos com estruturas monoméricas ou multiméricas.
E-NH,

HCO HCO -H,0

(monomérico)
ENH2
H H
X
(multimérico)
FIGURA II: Reagbes do GA com proteinas sob condigdes acidas ou

neutras.

Sob condigdes basicas, GA submete-se a condensagdes aldolicas para
formar aldeidos multiméricos o,B-insaturados de estruturas complexas, que
podem reagir com grupos protéicos através da formacgiio de bases de Schiff
estabilizadas.
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As estruturas do GA polimérico em ambas as formas, linear ou ciclica,
mostram melhores capacidades imobilizantes em relagio ao produto puro,
sendo que 0 uso de GA para imobilizagio enzimatica torna-se especifico para
cada estrutura protéica em particular, bem como sua aplicagéo.

Apos a imobilizagdo enzimatica apropriada, é necessario remover-se o
excesso de GA n3o reagente, pelo uso de uma solugdo de glicina, para evitar-
se problemas de interferéncia na determinagiio analitica; deve-se levar em
conta ainda que um excesso de GA na solugio pode reagir com o tampéo
usado, TRIS-HCI, ocasionando mudangas na forga ibénica da solugio.

HCO HCO

-H,0
+ H)N—C—CH,0H); m—— HCﬂN
GA TRIS

C
“CCH,0H);

FIGURA III: Reagdo de acoplamento entre glutaraldeido e tris-
(hidroximetil}-amino metano.

3. CARACTERISTICAS DAS ENZIMAS IMOBILIZADAS

Quando uma enzima ¢ imobilizada, algumas de suas caracteristicas
podem alterar-se:

1) Estabilidade - a velocidade de desnaturagio de uma enzima
imobilizada é menor que a enzima livre, pois esta protegida como se estivesse
em seu meio natural;

2) Constante dc Michaelis-Menten - geralmente ha um aumento no
valor de Ky devido 4 modificagfio na estrutura tridimensional da enzima, o
que reflete diretamente no abaixamento da atividade catalitica;

3) pH - o pH étimo para a atividade enzimatica sofre uma mudanga,
podendo aumentar a faixa, onde ndo hi perda de atividade da enzima
imobilizada, em até uma unidade de pH.

Existe um incentivo para a conversio de enzimas soliveis em
imobilizadas. O custo de uma enzima depende muito de sua obtengdo. O
custo de sua imobilizagio refere-se ao trabalho ¢ custo quimico, bem como a
complexidade do método.

Assim, a relagfio custo-beneficio ¢ importante na implantagdo de
qualquer metodologia analitica que se utilize de enzimas como reagentes.
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CAPITULO VI

UREASE

1. CARACTERISTICAS GERAIS DA UREASE

A primeira enzima a ser isolada na forma pura por Sumner [48] foi a
urease ( uréia amido hidrolase E.C. 3.5.1.5 ) em 1926. I: uma enzima de alto
poder catalitico que catalisa a hidrolise da uréia em gas carbdnico e ions
amonio, em meio neutro, segundo:

urease

( NH; ,(C=0 + 3H,0 CO, + 2NH4+ + 20H

A urease de soja apresenta massa molecular, expressa em g/mol, de
48 x 10°, consistindo de duas moléculas enzimaticamente ativas de massa
molecular 2,4 x 10°, embora possa ser encontrada também em sementes de
plantas, microorganismos e alguns invertebrados, com um alto grau de
espectficidade para uréia e derivados como hidroxi e di-hidroxi uréia.

Em solugdo neutra, na presenga de dodecil sulfato de sédio a 1,0 %, ela
s¢ dissocia em & unidades ( massa molecular = 60.000 ) compreendendo duas
cadeias ligadas covalentemente ( cada uma com massa molecular = 30.000 ),
que ainda possuem atividade. A urease ¢ resistente a desnaturagio pelo seu
proprio substrato, sendo capaz de desnaturar outras proteinas.

2. PRINCIPAIS FONTES DE UREASE

Em 1913, Marshal [49] primeiramente uson urease extraida de “jack
bean” para dosar uréia em amostras de sangue e urina, seguindo um processo
de aeragfo para o recolhimento e titulagio da aménia resultante. Em 1909,
porém, ja se havia constatado a presenga de urease em soja.

Machado [50] realizando estudos concluiu que as melhores fontes de
urease naturais no Brasil sdo:

1) fetjao de soja ( soja hyspida ),

2) semente de melancia ( citrullus vuigaris ),

3) feijao de porco ou “jack bean” ( canavalia ensiformis ),

4) abobora moganga ( cucurbita maxima ).

Esta ultuna apresenta a desvantagem de seus cxtratos desenvolverem

rapidamente elevados teores de amoénia, provavelmente devido a outros
Mmecanismos enzimaticos como araginase, por exemplo.
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Duas outras fontes também muito ricas em urease sdo as da familia
canavalia , porém de outros géneros: a canavalia maritima ¢ a canavalia
brasiliensis , sendo esta ultima objeto de estudo deste trabalho.

3. ATIVADORES E INIBIDORES DA UREASE

Gorin [51] e colaboradores publicaram um artigo afirmando que os
sitios ativos da urease sdo grupos sulfidrila. Assim, fons metalicos geralmente
inativam a urease por reagdo com o grupo sulfidrita. Estudando-se a
determinacdo potenciométrica direta do sistema uréia-urease sob condigdes
experimentais controladas de pH, temperatura, concentragdes de enzima e
substrato, concluiu-se que Cu’* ¢ Zn** desativam a urease numa inibigao
ndo-competitiva, sendo o primeiro mais intenso devido a0 menor valor do
produto de solubilidade do sulfeto de cobre II.

Outros metais também se mostraram inibidores da urease como , Hg*" |
Cd*™, Co* e Ni** [52]. A aménia forma complexos com estes metais, muitos
podendo ser removidos como hidréxidos oy precipitados em meio alcalino.
Quando o ion HO ~ est4 presente em concentragido igual a 0,1 M e a aménia
menor que 1,0 x 107 M, s6 o cation Hg** formara complexo com a aménia.
Neste caso, ions iodeto sio recomendados para evitar interferéncia pois
formam complexos soliveis de Hg®* em qualquer valor de pH. fons Fe** e
Mn?* também agem como inibidores da urease, sendo inclusive determinados
indiretamente por esta propriedade.

A complexagio por um agente quelante como cianeto ou EDTA, pode
eliminar interferéncias. A injbigdo da urease por metais € do tipo nio-
competitiva em meio alcalino, sendo que a velocidade reacional enzimatica é
inversamente proporcional 2 concentragio do inibidor.

A atividade de enzimas imobilizadas tem sjdo restaurada quando
tratadas com solugdes de EDTA, ou tampdes biolégicos como o Tris-
(hidroximetil}-amino metano, por exemplo.

A ativagfo da urease pelo fosfato ( HPO,? ) foi observada por Fasman e
Nieman [53], sendo possivel que a especie carbamil-fosfato seja um produto
intermedidrio no mecanismo reacional da enzima com o substrato.
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CAPITULO VII

BIOSSENSORES

1. INTRODUCAOQ

O progresso da eletroquimica com eletrodos ion-seletivos e eletrodos
voltamétricos tem sido expressivo em diagnésticos laboratoriais e pesquisas
biologicas, fundamentalmente [41, 54].

A idéia inicial de usar-se uma enzima aliada a um eletrodo é atribuida a
Clark e Lyons [55], em 1962, destinando-se & determinagdo de ghcose. A
técnica de entdo é a mesma adotada nos modernos analisadores comerciais:
baseia-se na oxidagdo de glicose a acido glicénico, envolvendo consumo de
oxigénio e formagio de peroxido de hidrogénio por agdo da glicose-oxidase:

glicose-oxidase

Glicose + O, + H,0 H;0; + Acido Glicénico

Embora seja possivel medir a concentragio de glicose, tanto pela
quantificagdo de peroxido de hidrogénio produzido quanto pelo consumo de
oxigénio ( decréscimo na pressdo parcial do gas ), é a tltima alternativa
geralmente usada: o eletrodo amperométrico de oxigénio.

Posteriormente estes dispositivos receberam a denominagio de
“Eletrodos Enzimaticos”. Contudo, com ¢ desenvolvimento intensivo na busca
de novos sensores fisico-quimicos, em especial, utilizando-se de reagdes
enzimaticas variadas, foi introduzido um termo mais genérico e abrangente, o
de “Biossensor”.

Assim, blossensor constitui-se de um elemento bioldgico com alguma
propriedade capaz de quantificar uma determinada espécie ( como tecidos,
células, organelas, enzimas/cofatores, anticorpos, acidos nucleicos e outros )e
um elemento transdutor capaz de converter a resposta quimica em um sinal
apropriado, podendo ser potenciométrico, amperométrico, condutométrico,
optico, calorimétrico ( entalpimétrico ), entre outros.
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ESQUEMA GERAL DO BIOSSENSOR

NSOR
Raconhecimentc | biomoleevulor
TRA

FIGURA I: Esquema geral de um biossensor - O elemento chave do
dispositivo ¢ a camada sensora, constituida por biomoléculas, geralmente
enzimas, permitindo avaliar a concentragdo do componente quimico contido
na amosira [56].

Desenvolvidos em ambientes académicos ha cerca de trinta anos, esses
dispositivos analiticos sdo pioneiros tanto em desenvolvimento quanto na
produgdo em escala comercial. Os biossensores enzimaticos prestam-se
atualmente a elevado nimero de determinagdes analiticas, em particular
analises clinicas. A taxa sangiiinea de glicose, informacio vital ao controle da
diabete, ¢, sem duvida, a principal aplicagdo atual.

Outros dispositivos similares sdo usados para a analise de uréia, acido
urico, trigliceridios, colesterol, tirosina, oxalato, salicilato, creatinina,
ascorbato, lisina, sacarose, lactato e penicilina, entre os principais metabolitos,
cuja concentragdo plasmatica, tecidual ou urinaria seja relevante ao
diagnostico clinico.

O emprego mdustrial dos biossensores tende a crescer, em particular
nas fabricas de alimentos e demais setores envolvidos, o que inclui a indastria
farmacéutica { antibidticos ) ¢ o setor sucroalcooleiro.



2. PROPRIEDADES DOS BIOSSENSORES POTENCIOMETRICOS

As caracteristicas mais importantes num biossensor potenciométrico
sdo: a estabilidade, o tempo de resposta ¢ a sensibilidade [35, 37].

2.1 Estabilidade
A estabilidade pode ser afetada por alguns fatores principais como:
2.1.1 Tipo de imobilizacio

Geralmente, um eletrodo com enzima soliivel, ¢ usado por cerca de uma
semana com 25 a 50 determinagdes sob determinadas condigdes e
acondicionados, quando fora de uso, sob refrigeragio.

Os eletrodos com enzimas mmobilizadas fisicamente, sdo estaveis por 3
ou 4 semanas para cerca de 100 determinacGes, dependendo do grau de
cuidado na preparagdo do polimero.

Imobilizagées por métodos quimicos apresentam-s¢ mais estaveis € com
vida util maior, devido as ligagGes mais efetivas entre a enzima e o suporte,
diminuindo a lixiviagdo da camada enzimética.

2.1.2 Quantidade e pureza da enzima

A estabilidade aumenta com a espessura da camada enzimatica, porém,
o tempo de resposta também ¢leva-se. Ha uma quantidade critica de enzima,
pura ou de alguma fonte natural, para se obter uma resposta nernstiana. As
vezes € mais vantajoso aumentar a quantidade de enzima, principalmente
quando esta ndo ¢ purificada. Deve-se salientar também que quanto mais
espessa a camada de enzima, mais dificil a difuso dos ions gerados no meio
reacional até a membrana sensora.

2.1.3 Condicdes experimentais

As condigdes operactonais mais adequadas devem ser estudadas para
otimizar-se a determinagfio analitica tais como pH, temperatura, tampdo e
forga 16n1ca da solugdo, concentragdo do substrato e outros.

Leva-s¢ em conta também a estallidade do sensor base quando se
utihzam eletrodos com tempo de vida curto, como por exemplo, os de
membrana liquida.
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2.2 Tempo de resposta

O tempo de resposta do biossensor envolve a difusio do substrato
através da membrana enzimatica e a difusdo do(s) produto(s) formado(s) até a
superficie da membrana do sensor base, quando €, entiio, monitorado.

Os principais fatores que modificam o tempo de resposta sdo:

2.2.1 Velocidade de agita¢io

A velocidade de difusio do substrato ¢ alterada pela agitagio da solugdo
afetando a resposta do eletrodo, o valor da diferenga de potencial, a velocidade
de transferéncia de massa de substrato para o eletrodo ¢ também a velocidade
de transferéncia de massa do produto para fora do eletrodo. Maior velocidade
na agitagdo fornece potenciais mais reprodutiveis com menor tempo de
resposta, desde que mantida constante.

2.2.2 Concentraciio da enzima

Um aumento na quantidade de enzima pode levar a um aumento no
tempo de resposta do sensor. Isto se di devido ao aumento na espessura da
membrana, dificultando a difusio do substrato na mesma. E aconselhavel a
utilizagdo de enzimas com alta atividade, permitindo a obtengdo de
membranas com a enzima imobilizada, as mais finas possiveis.

2.2.3 Membrana de didlise

Em muitos casos, € Gtil 0 uso de membranas de didlise que servem para
proteger as enzimas prolongando ‘a vida itil do biossensor. O tempo de
resposta ¢ modificado pela vanagio da espessura da membrana de diilise.

Guilbault [57], estudando o efeito da espessura dessas membranas,
verificou que a membrana de celofanc influenciava menos no tempo de
resposta para eletrodo de uréia.

Deve-se notar que em eletrodos sensores a gases, como os de gas
carbonico e amdnia, o tempo de resposta depende da concentragiio da espécie
monitorada, levando-se maior tempo para concentragSes mais diluidas.

2.3 Sensibilidade

A sensibilidade de um biossensor depende diretamente da sensibilidade
do sensor base utilizado.

Assim, deve-se ndo so escolher as condigdes operacionais adequadas
para uma determinagéo analitica mas, principalmente o tipo de transdutor que
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melhor desempenho possa fomecer, de acordo com o nivel de concentragdo do
analito necessaria numa analise.

3. BIOSSENSORES PARA UREIA

O primeiro biossensor potenciométrico para uréia [57] consistia de
urease fisicamente imobilizada em gel de poliacrilamida na superficie de um
eletrodo seletivo a ions aménio. Este eletrodo respondia a mudanga na
concentragdo de uréia entre 5 x 10° e 1 x 10" M, com tempo de resposta de
cerca de 35 segundos e tempo médio de vida de 14 dias. O uso de um filme de
celofane sobre o sensor com a enzima imobilizada aumentou o tempo de vida
para 3 semanas.

Muitos eletrodos sensores a gas aménia sdo também usados para a
determinagdo de uréia. A aménia perada na hidrélise enzimatica desse
substrato difunde-se através de uma membrana de permeagio apropriada até
que a pressdo parcial do gas seja a mesma em ambos os lados da membrana,
sendo que a pressio parcial da aménia é proporcional 4 sua atividade.

Dentro destes sensores existe uma solugdo de referéncia interna
contendo cloreto de aménio em concentragdo suficiente para ser considerada
fixa, onde a aménia difundida pela membrana sofre hidrolise:

K

NH; + H,0 NH;" + OH"
Ky = [NH,'] [OH']/ [NH;) {1}
Como a concentragdo de ions aménio ¢ considerada fixa:
[OH'] = [NH;] Ky {2}
O potencial do eletrodo sensivel & aménia varia de maneira nernstiana
com mudanga na concentragio de ions hidroxila e o eletrodo responde a
atividade da aménia:
E = E - RT/F Ina (NH;) {3}
De forma semelhante, eletrodos sensores a gas carbonico também sio
usados para quantificar uréia. A solugdo de referéncia interna é bicarbonato de

sodio e o potencial deste eletrodo varia com a mudanga de pH da solugiio
interna, proporcionalmente & concentracdo inicial de uréia.
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A grande vantagem desses eletrodos estd na grande redugfo dc
interferentes presentes em amostras de uréia, porém, o tempo de resposta é
relativamente longo sobretudo para concentragdes muito diluidas de substrato.

Guilbault e colaboradores [16] desenvolveram um eletrodo ion-seletivo
para aménio usando borracha de silicone como suporte ¢ nonactin como
trocador neutro. O coeficiente de seletividade potenciométrico foi de 6,5 x 10
para ions potdssio e de 7,5 x 107 para ions sédio, apresentando resposta lenta,
devido a4 velocidade reduzida de difusdo do substrato pela membrana. Para
evitar a interferéncia desses ions, Guilbault ¢ Hrabankova [15] usaram uma
resina de troca idnica com sensibilidade até 10° M e precisdo de cerca de 3
%.

Um outro biossensor potenciométrico especifico para uréia foi descrito
por Mascmi [17] com a urease imobilizada quimicamente com glutaraldeido e
albumina de soro bovino numa membrana de teflon, com tempo de resposta de
2 minutos e coeficiente de Nernst de 55,0 mV/ década para concentragdo
entre 1 x 10* e 5 x 10° M (cerca de 20 determmagdes por hora com
excelente correlagido).

A uréia ¢, por vezes também, determinada amperometricamente com a
urease imobilizada em PVA e presa numa membrana de diglise a um eletrodo
de platina. A dependéncia do pH na oxidagdo da hidrazina naquele eletrodo ¢
usada para monitorar a reagdo. A relagdo entre corrente ¢ concentragio em
solugdes alcalina e 4cida mostra-se linear na faixa de 1 a 80 mM em uréia [35].

3.1 Revisio Bibliogrifica

Com o crescente desenvolvimento na area de biossensores, varios
artigos tem sido publicados nos tltimos anos, procurando sempre elaborar
métodos de andlise quimica os mats viaveis possiveis, no sentido de obterem-
se resultados analiticos mais precisos e exatos, levando-se em conta a
freqiiéncia de amostragem, a rapidez e a melhor relagdo custo-beneficio em
determinagdes analiticas, além da necessidade atual em se mensurar
quantidades cada vez menores de espécies quimicas.

Assim, foi feita uma pesquisa bibliografica das publica¢des mais
recentes na area da determinagdo enzimatica da uréia, comparativamente ao
projeto desenvolvido, usando um biossensor potenciométrico para esta
quantificagdo. Procurou-se selecionar alguns textos mais relevantes que
contribuiram de certa forma para o progresso do presente trabalho.

Como neste capitulo foi abordado o tema Biossensores, julgou-se
conveniente adicionar esta revisido bibliografica neste ponto da dissertagio.
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Alternativamente ao uso de enzimas em sua forma pura, tem-se
procurado desenvolver m¢todos enzimaticos para a determinagio de alguns
substratos, utilizando-se de fontes naturais contendo teores de enzimas
potencialmente vidveis em quimica analitica.

Silva ¢ colaboradores [58], trabalhando com a leguminosa canavalia
maritima , propuseram a determinagdo de uréia em amostras soroldgicas,
usando eletrodo scnsor a gas amonia e imobilizando o material enzimatico
com glutaraldeido sobre a superficie do eletrodo, apropnadamente. O
desempenho analitico do biossensor para esta quantificagio ¢ comparavel ao
método espectrofotométrico usado. Sio realizadas pelo menos 150 andlises na
farxa de concentragdes de uréia de 0,25 a 9,5 mM com 6tima comrelagdo. O
tempo de resposta do biossensor € de 5 minutos, a 25,0 °C, em tampao TRIS-
HC10,1 M e pH=7.0.

Deng e colaboradores [59] utilizaram feijdo-soja como fonte natural de
urease na determinagdo de uréia. E feito um estudo minucioso de 5 espécies
diferentes de feijdes, usando eletrodos sensores a gas carbdnico e amonia; sdo
também comparados os efeitos de alguns sistemas-tampdo, dos proprios
eletrodos uttlizados e da quantidade de glutaraldeido usada na imobilizagio do
p6é das leguminosas, na otimizagdo da resposta do biossensor. O sistema
apresenta methor desempenho com eletrode sensor a gas aménia, na faixa de
concentragdes de uréia entre 0,13 e 10 mM ( coeficiente angular de Nernst de
58,1 mV/década de concentragio) e tempo de resposta entre 2 e 6 minutos, em
tampéo TRIS-HCI 0,2 M e pH=9.0.

O uso de urease em sua forma pura ( elevada atividade enzimatica ), na
determinagio potenciométrica de uréia, é muito empregada também associada
a eletrodos ion-seletivos a aménio, baseados em ionéforos, embora seu custo,
as vezes, seja elevado. Porém, a enzima ¢ usada em sua forma cristalina
quando se deseja aumentar o tempo de resposta do biossensor, pois durante o
processo de imobilizagdo, parte da atividade catalitica ¢ perdida. Tem sido
propostos métodos onde a enzima € associada a filmes poliméricos condutores
como o polipirrol, onde ambos sdo fixos por meio de polimenizagio
galvanostitica. Respostas nemstianas sdo observadas para uma faixa de
concentragdo de uréia entre 0,5 e 100 mM, com tempo de resposta inferior a
1 minuto {60,61].

Atualmente, com o desenvolvimento das fibras opticas, varios
biossensores oOpticos tém sido preparados para determinar-se¢ uréia
enzimaticamente. Para medir-se o substrato opticamente, a produgdo ou o
consumo de espécies quimicas s3o usualmente monitorados fotometrica ou
fluorimetricamente durante a reagdo enzimatica. Estes sistemas apresentam-se
precisos, porém sdo, na maiona das vezes, complexos e dispendiosos [62,63].

Areas promissoras para a aplicagdo de biossensores envolvem o uso de
sistemas FIA ( Flow Injection Analysis ) [64], onde ¢ possivel reduzir-se
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sensivelmente interferéncia analitica, quando se trabalha com eletrodos jon-
seletivos, principalmente, e também a miniaturizagio desses clementos [65].

Joseph [66] construiu um microeletrodo para aménia tipo “air gap“’com
10 pm de didmetro, obtendo resposta entre 35 e 45 segundos, para
concentragdo de uréia entre 1 x 10” € 1 x 107 M, e tempo de vida de uma
semana.
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CAPITULO VIII

CONSTRUCAO E AVALIACAO PO ELETRODO fON.-
SELETIVO A AMONIO UTILIZANDO-SE O IONOFORO
NONACTIN

1. INTRODUCAQ

Com base nos diferentes artigos publicados, sobre a preparagdo de
eletrodos sensiveis a aménio, NH,", construiram-se unidades, sem solugdo de
referéncia mterna, baseadas num ionéforo para metais alcalinos com elevada
seletividade para NH," [2]. Este ionoforo constitui-se de um antibiotico
macrotetrolito denominado nonactin com alta afinidade pelo ion de interesse.

Os eletrodos foram construidos sem solugio de preenchimento seguindo
0 processo descrito por Costa Lima e colaboradores [67], utilizando-se como
sotvente, denominado genericamente de plastificante, o composto bis-2-( etil
hexil )- adipato. Qutros plastificantes foram usados segundo a referéncia
anterior,como 2-mitro-fenil-octil éter, di-butil sebacato e tris-2-( etil-hexil )-
fosfato, porém, ndo apresentando resultados reprodutiveis para o sensor
estudado.

Efetuaram-se ensaios de avaliagio das caracteristicas gerais de
funcionamento desses eletrodos, tais como:

1) limite nemstiano;

2) coeficiente angular de Nemnst por década de concentragéo:

3) influéncia do pH no potencial dos eletrodos;

4) velocidade de resposta;

5) extensio da interferéncia analitica para alguns cations mais comuns;
6) tempo de vida do eletrodo assim preparado.

2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1 Materiais e Reagentes

Para a preparagio da mistura sensora foram usados reagentes de
qualidade p.a.-Fluka: ionoforo para aménio 1 (Ref. 098779), bis-2-( etil

hexil )-adipato (Ref. 02138), PVC de massa molecular elevada (Ref. 81392) e
po de grafite, 2,0 um (Ref. 50870). A leguminosa canavalia brasiliensis foi
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fornecida pela Prof. Valdinete L. da Silva, do Departamento de Engenharia
Quimica da Universidade Federal de Pernambuco.

As solugbes de cloreto de aménio, usadas nos ensaios de calibragdo do
eletrodo, foram preparadas em tampdo TRIS-HCL 0,2 M - pH=68 , contendo
EDTA em concentragdo de 107 M,

Na calibragdo do eletrodo, tomou-se a faixa de concentragdes de 10% a
1,0 M em cloreto de aménio; nos ensaios de interferéncia, utilizou-se cloretos
de alguns metais alcalinos ¢ alcalino-terrosos em concentragdo fixa de 107 M,
Juntamente com o ion primério, sendo todos os reagentes usados de grau
analitico. '

As medidas das diferengas de potencial foram obtidas com um
pH/Analisador de ions Radelkis OP-271 ( + 0,1 mV ). as solugdes foram
mantidas a 25,0 °C num banho de termostatizagdo  Colora tipo KT 10K
(x0,1°C).

Como referéncia, usou-se um eletrodo de Ag /AgCl // KC1 4 M, sat.com
ApgCl // Ca(NO3 ); I M (dupla jungéio) OP-0820P, um sensor de temperatura
OP-0003P e um eletrodo de vidro para medidas de pH OP-0808P, todos da
marca Radelkis.

2.2 Construgiio do Eletrodo Base

Preparou-se a mistura sensora pesando-se o iondforo (+ 00l mg)e
juntando-lhe o plastificante numa quantidade tal que originasse uma solugdo
limpida, contendo 3,0 % de ionoforo para aménio ¢ 97.0 % do solvente
plastificante.

Para a preparagio das membranas, foi adicionado a mistura sensora,
PVC de massa molecular elevada previamente dissolvido em tetra-hidro
furano, THF, a 5,0 % (m/V), numa proporgdo de 30,0 % da solugio de PVC
em THF ¢ 70,0 % da mistura sensora preparada anteriormente.

As membranas foram aplicadas dirctamente sobre 0 suporte condutor do
eletrodo, constituido por uma mistura de Araldite® tornada condutora com po
de grafite, resultando numa pelicula de cerca de 2 mm de espessura.

Apos a secagem das membranas, durante pelo menos 24 horas, os
eletrodos foram postos a condicionar numa solugdo de cloreto de aménio
0,1 M. Enquanto as unidades encontravam-se fora de uso, eram mantidas na
mesma solugdo de condicionamento para evitar ressecamento e perda de sua
atividade, frente ao ion de interesse.

O corpo do eletrodo base constitui-se de um cilindro oco de material
poliménco inerte, com 13,0 cm de comprimento ¢ 1,0 cm de didmetro externo,
dentro do qual acoplou-se um fio com blindagem apropriada ligado ao suporte
condutor, situado na extremidade inferior do eletrodo. Sobre este suporte &
aplicada a mistura sensora para ions NH,*, como ilustrado na FIGURA I
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POTENCIGMETRO

—(x0,1 mV)
~——— CORPO DO ELETRODQ
SUPORTE CONDUTOR i
( Araldite® + Grafite ) ,—— IONOFORO PARA NH,"

(Imobilizado em PV()

FIGURA I Esquema do eletrodo base, seletivo a ions aménio, usado
na determinagio enzimatica de uréia, posteriormente.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES:
AVALIACAO DO COMPORTAMENTO DO ELETRODO

3.1 Parametros de Calibrac¢ao

Foram obtidas as curvas de calibragio tipicas para o eletrodo construido,
em solugbes de cloreto de aménio sem a forga idnica ajustada (agua
deionizada) e com a forga i6nica ajustada a 0,2 M com tampdo TRIS-HCI |
pH=6,8. A escolha do tampdo como ajustador de forca iénica foi feita,
levando-se em conta a determinag8o enzimdtica de uréia que necessita de um
tampdo bioldgico adequado a reagdio e também devido aos valores obtidos para
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os coeficientes de seletividade potenciométricos para alguns cations
comumente usados no ajuste de forga idnica, mas que apresentaram
interferéncia analitica consideravel no sistema estudado.

op,
O

“op.

0.0- o ' o~ TAMPAQ TRISHCI
At b —a— AGUA DEIONIZADA
'500 T T T T T T T T T T T T 1
6.0 50 4.0 3.0 20 1.0 0.0

-LOG[NH," ]

FIGURA II: Curvas de calibragdo tipicas para NHLCI ( T=25,0°C )
obtidas em dgua deionizada e em tampao TRIS-HCI 0,2 M (pH=6,8).

Verificou-se que o eletrodo construido apresentou resposta nemstiana de
56,4 mV/ década de concentragdo com boa correlacdo (r = 0.9994) na faixa de
concentracdes de 1,2 x 107 a 1,0 M em ions NH," , com a forga idnica
ajustada e potenciais bastante reprodutiveis. Sem o controle da forga i6nica da
solugdo, o sistema apresentou resposta super-nemstiana de 66,4 mV/ década
de concentragio e com maior tempo na estabilizagdo dos potenciais obtidos.

3.2 Tempo de Resposta

O eletrodo foi inicialmente introduzido na solugéo de ions NH;™ com
concentragdo de 10”° M, registrando-se o potencial. Apds sua estabilizagio,
aumentou-se¢ em uma década de concentragio o nivel de ions amonio,
verificando o tempo necessario a nova estabilizagdo do potencial.

Utilizando-se solu¢des de aménio em tampao TRIS-HC]1 0,2 M - pH =
6.8 , obteve-se um tempo de resposta sempre inferior a 10 segundos para a
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estabiliza¢do do potencial, apos ter-se alterado a concentragdio de amonio; no
caso das solugdes sem o controle da forga idnica, o tempo de estabiliza¢do
subia para 45 segundos, principalmente para solu¢des mais concentradas.

Estes valores sdo muito bons levando-se em conta que a quantidade do
ion principal era sempre alterada de uma década de concentragio.

3.3 Influéncia do pH

Estudou-se a influéncia do pH nos valores de potencial do eletrodo,
quando este era posto em solugdes de amonio, com concentragdes de 107 e
10* M, sem controle de forga idnica.

Utilizando-se  respectivamente, HCl concentrado e NaOH,
convenientemente preparados para provocar as alteragdes de pH, obtiveram-se
os correspondentes diagramas de Reilley para o eletrodo construido.

Obteve-se uma faixa de valores de pH na qual o eletrodo nio registron
variagdes significativas de potencial em fung3o do pH ( patamar operacional ).
O e¢letrodo mostrou resposta estavel na faixa de pH entre: 2,5 - 8,0 ([NH," ] =
10°M) e 40-7,0([NH,"]=102M).

Esta faixa de trabalho em que o eletrodo pode atuar sem perder suas
caracteristicas, deve-se principalmente ao fato de se usar um trocador neutro
como 1onoforo, ndo tendo a constante de equilibrio, entre o trocador € o ion de
interesse, afetada pelo ambiente quimico em que se encontra. Assim, o
eletrodo resiste quimicamente ao meio, o que pode ser util em alguns casos
onde a amostra necessitaria sofrer um pré-tratamento antes de ser analisada.
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FIGURA III: Diagramas de Reilley para o eletrodo ion-seletivo a
amdénio construido.

3.4 Interferéncia Analitica

Foram determinados os coeficientes de seletividade potenciométricos,
K PTyut mz+ | para alguns cations interferentes mais comuns pelo método
das solug¢des misturadas.

Neste método, conforme ja descrito anteriormente, manteve-se a
concentragdo do ion interferente fixa em 10° M, variando-se a concentragao
do ion principal, amdnio, obtendo-se devidamente as diferengas de potencial
relacionadas. Os valores de K P®Tyy+ vz+ foram obtidos por extrapolagio
das curvas de calibragdo tipicas para cada interferente, conforme mostrado nas
FIGURAS IV ¢ V. Os niveis de interferéncia dos ions estudados sio dados a

seguir:
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TABELA I Coeficientes de Seletividade Potenciométricos para o
eletrodo baseado em macrotetrolito nonactin ( em solugbes a 107 M de
cloretos de alguns metais mterferentes). T = 25,0°C.

{ON INTERFERENTE K POT it vzt
POTASSIO, K* 13x 10"
RUBIDIO, Rb* | 7,9 x 107
LITIO, Li' 7.4 x10°
SODIO, Na* 3,7x 107
MAGNESIO, Mg™* 3.4x1072
CALCIO, Ca®* 2,7 x 107

Os dados mostram uma grande interferéncia de jons K* sobre o eletrodo
preparado. Isto € explicado pelo fato de tanto K* como NH," possuirem raios
ibnicos semelhantes, permitindo que sejam complexados pelo ionoforo
nonactin competitivamente.

Os raios i6nicos do NH," e do K* sdo respectivamente, 1,43 Ae1,33 A,
Desta forma, o eletrodo acaba respondendo tanto para o fon primario quanto
para a especie interferente; 4 medida que se aumenta a atividade de NH,"
comparativamente a concentragio fixa de K', o eletrodo mostra-se mais
seletivo ao fon de interesse, respondendo exclusivamente a cle.

Os demais ions monovalentes ja apresentaram menor nivel de
interferéncia comparados com o K*. Os jons calcio e magnésio possuem
caracteristicas estruturais diferentes do ion NH,", apresentando um nivel de
interferéncia menor; leva-se em conta ainda que trabalha-s¢ num meio
tamponado contendo o quelante EDTA, que complexa parte desses ions
diminuindo sua interferéncia ainda mais,

Uma referéncia muito interessante [68] mostra o nivel de interferéncia
obtido para um microeletrodo fon-seletivo a jons aménio baseado numa
mistura de antibiéticos - nonactin e monactin - com os valores de seletividade
potenciométrica dados a seguir:

39



TABELA II: Cocficientes de Seletividade Potenciométricos para
microeletrodo de membrana sélida, com valores obtidos pelo método das
solugdes separadas, em cloretos de alguns metais interferentes a 0,1 M, em
meto ndo tamponado ( T = 25,0°C ).

iON INTERFERENTE | - LOG K P9T ot izt
I_-IIDROGENIO, H* 2,2
LITIO, Li* | 3,6
SODIO, Na* 2,0
POTASSIO, K* 0,6
RUBIDIO, Rb* 0,9
CESIO, Cs* 1,7
MAGNESIO, Mg** 44
CALCIQ, Ca** 4,2
ESTRONCIOQ, Sr** 4,1
BARIO, Ba® 38
TETRAMETIL-AMONIO, TMA® 1,8
ACETIL COLINA, AcCo" 1,9
MANGANES, Mn? 38
COBALTO, Co* 37

Observa-se pelos valores da TABELA II, uma coeréncia entre 0s
resultados obtidos, apesar de ter-se usado métodos diferentes para o calculo do
coeficiente de seletividade, indicando que realmente os fons potassio e rubidio
interferem de maneira acentuada na resposta do eletrodo.

As curvas de calibragio tipicas para o céleulo de K PTyy+ yz+ . para
os ions mterferentes estudados sdo dadas a seguir:
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FIGURA 1V : Curvas de calibraggo tipicas obtidas para o calculo do
coeficiente de seletividade para fons monovalentes. Tampdo TRIS-HC1 0.2 M -
PH = 6,8 (T=25,0°C ). Concentragao do ion interferente — ] ¢ M.
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FIGURA V: Curvas de calibragdo tipicas obtidas para o calculo do
coeficiente de seletividade para fons bivalentes Tampdo TRIS-HC) 02 M -
PH = 6.8 (T =25,0 °C)). Concentraggo do fon interferente = 107 M.

3.5 Tempo de Vida

O tempo de vida {til para o sensor potenciométrico foi avaliado desde
Sua construgdo em Maio de 1993 até Dezembro de 1994, através de curvas de
calibragdo mensais. Neste periodo, ndo registraram-se diferengas significativas
¢m seu desempenho analitico.

Além da verificagiio mensal da atividade do eletrodo, 0 mesmo foi usado
nos estudos envolvendo a determinagdo enzimatica de uréia, apresentando
Sempre um comportamento nemstiano com boa correlagio, na faixa de
concentragbes de ions amonio entre 1% ¢ 1,0 M.

Pela TABELA 111, pode-se notar que o eletrodo construido é bastante

. -

estavel quimica e mecanicamente, exibindo reésposta nemstiana a jons amonio,

SENsor que ndo requer solugdo de preenchimento sendo robusto e de facil
manipulagio.

Assim, a membrana sensora, nonactin suportado em PVC de massa
molecular elevada, também mostr -s¢ resistente desde que acondicionada de
forma conveniente, quando fora de uso.
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O eletrodo construido foi guardado em recipiente plastico contendo uma
solugdo 0.1 M em jons amonto, sem refrigeragdo, para evitar-se o
fessecamento da membrana com perda da atividade do eletrodo.

TABELA IiI: Avaliagio do tempo de vida til do eletrodo
Potenciométrico para ions aménio:

MES / ANO COEFICIENTE ANGULAR COEFICIENTE
DE NERNST, {mV] CORRELACAO, r

MAIO/93 59.0 0,9996
JUNHO/93 58,5 0,9999
JULHO/93 58.6 0,9999
AGOSTO/93 588 0,9998
SETEMBRO/93 589 0,9998
OUTUBRO/93 58,7 0,9999
NOVEMBRO/93 57,3 0,9997
DEZEMBRO/93 58,8 0,9996
JANEIRO/94 57.1 0,9997
FEVEREIRO/94 573 0,9996
MARCO/94 56,8 0,9998
ABRIIL/94 57.7 0,9996
MAIQ/94 552 0,9996
JUNHO/94 56,2 0,9992
JULHO/94 55.8 0,9996
AGOSTO/94 558 0,9998
SETEMBRO/94 56,4 0,9993
OUTUBRO/94 57.9 0,9996
NOVEMBRO/94 575 0,9995
DEZEMBRO/94 57.0 0,9993

média (= d.p.r.) = (37,5+ 1,8) mv

d.p.r. = estimativa do desvio padrio relativo.
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CAPITULO IX

CARACTERIZACAO DA UREASE PROVENIENTE DA
FONTE VEGETAL CANA VALIA BRASILIENSIS

1. INTRODUCAO

Utilizando-se a leguminosa na forma bruta, sem casca
almofariz de porcelang e passadas em peneira de malhg 80 (80 mesh),
estudaram-se alguns parmetros bioquimicos mais importantes tais como:

3) a determinagdo dos valores da constante de Michaelis-Menten e 2
velocidade inicial maxima de reagdo para o sistema uréia-urease.

Nestas determinagdes, usou-se o proprio eletrodo ion-seletivo a amonio
construido, monitorando-se sempre a quantidade de jons NH,"* formados pela
hidrélise enzimatica da uréia, nas condigdes experimentais apropriadas onde o
eletrodo exibiu resposta nernstiana (faixa operacional).

64



2, RESULTADOS E DISCUSSOES:
DESEMPENHO DO SENSOR POTENCIOMETRICO USANDO
CANAVALIA BRASILIENSIS EM SUSPENSAO COMO FONTE
ENZIMATICA PARA URKIA

2.1 Infiuéncias do PH e do sistema tampio

A escolha do pH ¢ da solugdo tampio no ajuste de forga idnica, foi feita
levando-se em conta dois fatores principais:

a-) o tipo de sensor usado na determinagio de uréin - como foi
empregado um eletrodo fon-seletivo a NHy", o pH do sistema nao poderia ser
superior a 7,0 pois isto levaria a uma diminuicio da quantidade de ions
aménio, na forma de amonia, para a qual o eletrodo nio responde, segundo o
equilibrio:

NH; + H,;0 NH' + OH- K, =1,8x 107

Além disso, evitou-se o uso de sistemas-tampio envolvendo ions como
por exemplo, tampio fosfato ( KHPO, - NaOH ). devido a interferéncia
analitica verificada para o eletrodo construido, constatada pelos valores de
coeficiente de seletividade potenciométricos.

b-) a atividade da enzima - como a faixa de pH, na qual tem-se atividade
enzimatica maxima, é restrita devido a problemas de desnaturagio protéica, ¢
que, utilizou-se ndo a enzima na forma pura mas sim uma fonte natural,
verificou-se que o valor de BH 180 poderia ser muito menor que 6,5, como ja
discutido no capitulo IV figura v.

Desta forma, optou-se pelo uso de um sistema-tampio bioldgico, o Tris-
(hidroximetil)-amino metano, TRIS-HCI, em concentragdo de 0,2 M, para
minimizar-se efeitos de interferéncia, e um valor de pH = 6.8 . onde o sistema
potenciométrico respondeu adequadamente na determinagdo de uréia.

2.2 Influéncia da quantidade de material enzimatico

Quantidades de canavalia brasiliensis | em Po, quc variaram de 2,0 a
7.0 mg por mL de substrato, foram termostatizadas a 25,0 °C em tampdo
TRIS-HC1 02 M - PH=6,8. Obtiveram-se as curvas de calibragdo tipicas para

cada concentragdo enzimatica na faixa de Concentrages de uréia entre 10 e
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A FIGURA 1 ilustra os resultados obtidos tomando-se como parametro
comparativo o coeficiente angular de Nernst, por década de concentragdo,
assim determinado pelas curvas de calibragdo.
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FIGURA I: Resposta analitica do sensor potenciométrico variando-se a
quantidade de material enzimatico empregado. Aliquotas de 10,0 mL de
solu¢do de uréia em tampdo TRIS-HC1 0,2 M - pH=6.8.

De acordo com a equagdo de Michaelis-Menten, observa-se um aumento
na velocidade reacional quando se aumenta a concentragio de enzima, porém,
este aumento cessa para concentragdes mais elevadas da mesma. Deve-se levar
em conta também as hmitagdes do método de detecgdo usando-se para tal fim,
um eletrodo ion-seletivo a aménio, o que ndo significa queda na atividade do
material enzimatico ou saturagdo da enzima com seu substrato.

Assim, verifica-se uma quantidade ideal, para a obtengdo de resposta
nernstiana, de 5,0 mg/mlL de substrato, onde é possivel quantificar-se
potenciometricamente o teor de uréia nas condigdes experimentais
anteriormente descritas.

2.3 Influéncia da temperatura

Foram adicionados 50,0 mg do po da leguminosa, devidamente
triturados, em aliquotas de 10,0 mL de wréia em concentragdes variando entre
10* e 10 M, em tampio TRIS-HCI 02 M - pH = 6,8. Obtiveram-se as
curvas de calibragdo para temperaturas entre 200 ¢ 35,0 °C, novamente
verificando o melhor desempenho nernstiano do eletrodo para a concentragdo
agora fixada de enzima.
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A FIGURA 1I itustra methor a dependéncia da reagdo enzimatica com a
temperatura.

50.0 7

550

54.0 4

AE [ mV /década de concentragédo |

53.0 4

0 -- 5.0 mg canavalia brasil.s mL substrato

——

T

. . y ;
200 250 30.0 35.0
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FIGURA II. Resposta do sensor potenciométrico para diferentes
temperaturas usadas na reagdo enzimatica. Aliquotas de 10,0 mL de solugdes
de uréia em tampdo TRIS-HC1 0,2 M - pH=6,8.

Observa-se, pelos dados obtidos, que um aumento na temperatura de
reagio leva a um aumento na velocidade reacional enzimaitica, porém,
causando perda da atividade catalitica em temperaturas mais elevadas. Assim,
escolheu-se a temperatura de 30,0 °C para a determinagdo enzimatica de uréia.

E possivel também que haja uma diminuigio na atividade da membrana
do eletrodo potenciométrico (sensor base), que ndo mais responde de forma
nemstiana frente ao ion aménio, quando se eleva a temperatura, com
diminuig¢do de seu desempenho analitico.

2.4 Influéncia da concentra¢io de enzima no tempo de resposta

Quantidades de material enzimatico variando de 4,0 a 16,0 mg/mL de
substrato, foram termostatizadas a 25,0 °C em tampio TRIS-HCI 02 M -
pH=6.8. Para concentragdes de uréia variando entre 0,57 ¢ 280 mM, foram
obtidas curvas de difercnga de potencial versus tempo, momtorando-se a
quantidade de ions aménio formados na degradagio enzimatica desse substrato
com ¢ eletrodo construido.

As curvas de potencial versus tempo sdo mostradas nas FIGURAS I,
N, IVeV.
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FIGURA II: Curvas de potencial versus tempo, usando-se 4,0 mg/mL
de canavalia brasiliensis, em aliquotas de 10,0 mL de solugbes de uréia em

tampao TRIS-HC102M-pH =68 T = 25,0°C.
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FIGURA HI: Curvas de potencial versus tempo, usando-se 8,0 mg/mb
de canavalia brasiliensis, em aliquotas de 10,0 mL de solugdes de uréia em

tampao TRIS-HC1 0,2 M -pH = 6,8. T = 25,0 °C.
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FIGURA IV: Curvas de poténcial versus tempo, usando-s¢ 12,0 mg/mL
de canavalia brasiliensis, em aliquotas de 10,0 ml. de solugdes de uréia em
tampdo TRIS-HC10,2 M -pH =6,8. T=25,0°C.
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FIGURA V: Curvas de potencial versus tempo, usando-se 16,0 mg/mL
de canavalia brasiliensis, em aliquotas de 10,0 mL de solugdes de uréia em
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tampdo TRIS-HC10,2 M - pH=6,8. T = 25,0°C.
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O eletrodo apresenta um tempo de resposta de 5 minutos, quando se
utihza 12,0 mg do material em pé (suspensdo) por mL de substrato, nas
condi¢des experimentais utilizadas. Observa-se uma estabiliza¢do no potencial
apds esse tempo, mdicando que a velocidade reacional atingiu a condigdo de
equilibrio, sem a formagdo de mais produto, no caso, NH,*,

3. DETERMINACAO POTENCIOMETRICA DA ATIVIDADE
DA UREASE

Os ions aménio formados na hidrolise enzimatica de uréia, sdo
monitorados pelo eletrodo ion-seletivo construido. Desta forma, & possivel
quantificar-se a atividade da urease na leguminosa canavalia brasiliensis, pela
quantidade de produto formado, NH,", por unidade de tempo.

Convencionou-se que a atividade da urease estudada, ou uma unidade de
atividade, U, seria a quantidade de enzima que catalisa a formagéo de 1,0 pumol
de aménio por minuto e por mg de material enzimatico, nas condigdes
experimentais utilizadas, a 25,0°C e em tampdo TRIS-HC1 0,2 M - pH=6,8.

Inicialmente, construiu-se uma curva de calibragdo para cloreto de
amonio na faixa de concentragdes entre 5,0 x 10* ¢ 1,0 x 10! M, nas mesmas
condigbes acima citadas.

z/,

120.0 AE=-5851og [NH,"{ + 1727 P"/L
100.0 = 385mV /pNH, "
80.0 - (r=0,9999)
. )
" 60.0-: P
W 4004 o
- F -
20.0 H
0.0 - e
2004 87 e T=2509
- T T T T T T T T T T T T —
3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 t.0 0.5 0.0
-LOG [NH,|

FIGURA VI: Curva de calibragio para NH,Cl - atividade
potenciométrica da urease. Tampio TRIS-HC] 0,2 M - pH = 6,8. Tempo de
resposta do sensor base: 10 segundos.
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Utilizando-se as curvas de potencial versus tempo, obtidas
anteriormentc, for possivel calcular a atividade da urease em diferentes
concentragdes de enzima ¢ de substrato.

Para poder comrelacionar o potencial obtido com a concentragdo
logaritmica de aménio, os ensaios foram feitos nas mesmas condigdes
experimentais e tomando-se como tempo fixo, para o calculo da atividade, a
por¢do da curva potencial versus tempo onde a cinética enzimdtica é de
primeira ordem em relagdo ao substrato, ou seja, a parte linear das curvas
hiperbolicas, assim obtidas. Foi tomado o tempo de 30 segundos para a
correlagdo entre potencial e concentragio de aménio, onde a reagiio ndo havia
atingido ainda o estado de equilibrio, para a qual a cinética de reagdo é,
essencialmente, de ordem zero.

TABELA III: Dados de atividade enzimatica obtidas para a urease -

método potenciométrico. Uma unidade de atividade, 1U= 1,0 pumol
NH,"/min mg p6 leguminosa (canavalia brasiliensis).

QUANTIDADE [ UREIA ] (mM)

LEGUMINOSA
(mg) 0,57 2.80 5,70 28.0 57,0 280
40,0 0.27 0,85 1,25 2,20 2.65 4,15
80,0 0,25 0.93 1.05 1,95 2,75 3,00
120,0 0,23 073  Lls 2.00 2.83 3.33
1600 0,20 0,64 1,23 1,75 2.75 2.88
média 0,24 0,79 1,17 1,98 2,75 3,34
(x d.p.r.) (20,03) (20,13) (£0,09) (+0,18) (+0,07) (20,57)

Observa-se uma concordancia muito boa pelos valores obtidos de
atividade enzimdtica, com desvios pequenos, excecdo feita para concentragio
de uréia de 280 mM. Isto se deve pelo elevado teor de substrato que causa um
efeito de saturagio da enzima. Assim hia uma diminuigiio na velocidade de
resposta do eletrodo ion-seletivo, principalmente para baixas concentragdes da
enzima.

Comparando-se os valores de¢ atividade da urease obtidos para
diferentes fontes vegetais [58] com os dados calculados para canavalia
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brasiliensis, fica evidenciado que esta Ultima apresenta maior atividade
comparativamente as outras estudadas, como € ilustrado na TABELA IV:

TABELA 1V: Atividades enzimaticas para diferentes fontes de urease -
método potenciométrico. 1U = 1,0 umol NH;" / min. mg material enzimatico.

[ UREIA ] FONTE VEGETAL
(mM) urease canavalia canavalia canavalia
pura ensiformis maritima brasiliensis

0,57 8,52 0,12 0,32 0,24
2,80 942 0,14 0,47 0,79
5,70 10,2 0,15 0,49 1,17
28,0 10,3 0,19 0,60 1,98
57,0 10,6 0,24 0,77 2,75
280 10,7 0,86 1,05 3,34

"urease obtida da Sigma, tipo IT C, cat. n® U-8876 com 12000 U/g proteina.

3.1 Determinacdo de Ky € Ymax

Aproveitando os dados obtidos de atividade enzimatica, para a
leguminosa estudada, construiu-se um grafico duplo reciproco Lineweaver-
Burk, colocando-se dados do inverso da atividade obtida, velocidade reacional,
versus o inverso da concentragdo de substrato, uréia, de acordo com a equagio
Ja mencionada no capitulo IV:

llvo = (KM/Vm,ix )II[S] + llvmiu

Os valores de atividade enzimatica foram expressos em unidades katal,
recomendadas pela Enzyme Commission [38]. Assim, utilizou-se como uma
unidade de atividade enzimatica, a quantidade de enzima que catalisa a
formagio de 1,0 umol de NH," por segundo, nas condigdes usuais da
determinag¢do ¢nzimatica. Para tanto, apenas procedeu-se a transformagéo dos
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valores obtidos , representados na TABELA II1, nas unidades convenientes ao
calculo dos pardmetros bioquimicos.

Construindo-se os graficos com os valores asstm determinados,
obtiveram-se¢ Km € vmax pelos interceptos com o eixo das ordenadas e o das
abcissas, correspondendo, respectivamente, a 1/ vpae € -1/ Knm .

Os valores calculados desta forma foram: Ky =548 mM ¢ vy = 4,93
pkatals, com coeficiente de correlagdo de 0,9976. A FIGURA VIi, mostra a
reta obtida expenimentalmente.
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FIGURA VII: Curva 1/v, versus 1/[S] - cdlculo de Km € Viar -

Como a obtengido do valor de Ky depende das condigdes experimentais
utilizadas como sistema tampdo, pH, temperatura de reagdo enire outros, a
comparagio deste paramctro bioquimico para a enzima em questdo, urease,
deve ser feita criteriosamente. O valor calculado para canavalia maritima em
trabatho anterior [58], que fo1 de 2,80 mM, possui a mesma ordem de grandeza
do valor obtido para canavalia brasiliensis, de 5,48 mM, além do fato de se
usarem géneros diferentes para as leguminosas estudadas, indicando elevada
potencialidade enzimatica para ambas, na reagdo com o substrato.
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Assim, conclui-se que a utilizagdo dessas leguminosas, em
especial a canavalia brasiliensis, ¢ perfeitamente viavel na determinacio
enzimatica de uréia, com um potencial catalitico muito bom venficado pelos
valores de attvidade obtidos.

Feita a caracterizagido do material enzimatico, partiu-se para a ultima
etapa do projeto, construindo-se o biossensor potenciométrico para uréia.

76



CAPITULO X

CONSTRUCAO DE BIOSSENSOR POTENCIOMETRICO
PARA UREIA USANDO UREASE PROVENIENTE DE
CANAVALIA BRASILIENSIS

1. INTRODUCAO

No capitulo anterior, venficou-se que a leguminosa canavalia
brasiliensis apresentou elevada atividade enzimatica para urease,
comparativamente as outras espécies estudadas previamente. Em vista deste
fato, optou-se pelo uso desta fonte de enzima natural, para a construgio do
biossensor potenciométrico para uréia, aproveitando o eletrodo ion-seletivo a
amdnio desenvolvido para este fim.

O material enzimatico, proveniente de canavalia brasiliensis, é
convententemente imobilizado com glutaraldeido sobre uma tela microporosa
de nylon® a qual é acoplada a membrana do sensor base ( contendo ¢ ionéforo
nonactin suportado em PVC ) e segura por um anel de borracha ( O-ring ).

A solugdo de amostra, contendo uréia, difunde-se primeiramente pela
membrana enzimatica sofrendo hidrolise; os ions aménio, assim gerados no
meio reacional, difundem-se até a membrana seletiva do sensor base, onde
interagem com o ionéforo estabelecendo uma diferenga de potencial na
superficie da membrana, proporcional a concentragéo inicial de uréia.

A FIGURA 1, dada a seguir, mostra o esquema de funcionamento do
biossensor potenciometrico:
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solugdo com membrana membrana do

amostra enzimatica eletrodo ion-seletivo
CO(NH,)y, —/—31—— CO(NH;: +E I = 1onéforo nonactin
’ suportado em PVC
-
tampio CO(NH;).E
TRIS-HCL 1
0,2 M (pH=6,8) , AE

HCO; + NH, ————— NH, "+ I — [NH,I]

E = canavalia
brasiliensis

FIGURA I: Esquema do biossensor potenciométrico para uréia.

As membranas enzimaticas foram confeccionadas, otimizando-se as
condi¢des experimentais de maneira a obter-se a melhor resposta analitica na
deterrmnagdo de uréia.

Com a inten¢o de minimizarem-s¢ interferéncias devidas a alguns
citions mais comuns na resposta do biossensor, for feito um estudo com
Nafion® [69]. Nafion é um polimero de troca idnica perfluorinado-sulfonado
em mistura de alcoois alifaticos, fabricado pela DU-PONT a 5 % (m/v), que
pré-concentra cations seletivamente, reduzindo possiveis interferéncias. E
altamente estavel quimica ¢ termodinamicamente ¢m solugéo aquosa.

2. PARTE EXPERIMENTAL
2.1 Materiais e Reagentes

Utilizou-se Nafion da Aldnch a 5 % (m/v) em mistura de alcoois
alifaticos ( 10 % agua ); para diluigSes, usou-se etanol puro. Para as curvas de
calibragdo tipicas usou-se uréia de pureza analitica.

Todas as solugdes aquosas foram feitas em tampao TRIS-HCI 0,2 M -
pH = 6,8, contendo o quelante EDTA a 1,0 mM; as medidas de potenciais
foram efetuadas com as solugdes a temperatura de 30,0°C.

Para a imobilizacdo do material enzimatico, prepararam-se solugdes de
glutaraldeido a 12,5 % (v/v) e glicina 0,1 M.
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A aparelhagem empregada nesta etapa do projeto foi a mesma usada na
avaliagdo do sensor base: pH/Analisador de ions (+ 0,1 mV), sensor de
temperatura (+ 0,1 °C) e um eletrodo de referéncia de Ag//AgCl, KCl 4 M sat.
com AgCl/Ca(NO;), 1 M, dupla jungdo, todos da marca Radelkis. Utilizou-se
também um banho de termostatizagdo Colora tipo KT 10K.

2.2 Confecciio da membrana biossensora

O po6 do material bioativo, obtido de canavalia brasiliensis através da
simples remogdo da casca das sementes e posterior trituragdo, foi passado em
peneira de malha 80.

Adicionou-s¢ 40,0 mg da leguminosa assim tratada, sobre uma tela de
nylon microporosa, misturando em segmda 20,0 ul. de solugdo de
glutaraldeido a 12,5 % (v/v) ¢ 20,0 uL de tampdo TRIS-HCI 0,2 M - pH = 6,8
- com posterior homogeneizagao.

A mistura resultante foi seca ao ambiente { T = 25,0 °C ) por 20
minutos, permanecendo por mais 15 minutos, separadamente, em: agua
deionizada, solugéo de ghcina 0,1 M e tampio TRIS-HCI, respectivamente.

A membrana assim obtida, quando fora de uso, foi acondicionada sob
refrigeracdo , entre 2 ¢ 4 °C. Apés o condicionamento da membrana por 24
horas, obtiveram-se as curvas de calibragio para uréia na faixa de
concentra¢des entre 10° ¢ 107 M, verificando o desempenho anatitico do
biossensor.

2.3 Utilizacdo de Nafion

Sobre a membrana biossensora, com a leguminosa ja imobilizada com
glutaraldeido, foram adicionados 500 ul. de solu¢do de Nafion ( testou-se a
membrana para trés concentragdes do produto: 1,0 - 2,5 ¢ 5,0 % ). Deixou-se a
membrana secar ac ambiente por uma hora.

Para cada membrana com camada de Nafion, obtiveram-se curvas de
calibragio para uréia ( 10° - 1077 M ) com e sem potassio agindo como
principal fon interferente em concentragéio fixa de 10° M.
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3. RESULTADOS E DlSﬁlJSS()ES:
AVALIACAO ANALITICA DO BIOSSENSOR

3.1 Parametros de calibragio

Para venficar a faixa operacional de trabalho do biossensor assim
construido (resposta nernstiana), obtiveram-se as curvas de calibragio tipicas

em solugdes de uréia com a forga idnica ajustada a 0,2 M em tampdo TRIS-
HCl pH = 6,8.

200.0 53,2 mV/p uréia,
I /'/L‘
150.0 4 /D/If_,,,,d I
- /52,9 mV/p uréia
=
S 100.0- Ve
] /’/E’
S
50.0
. o .—w .+ |—— ENZIMAEMSUSPENSAO
. e —— ENZIMA IMOBILIZADA
0.0 +——r——r———— — ,
6.0 5.0 40 3.0 2.0 1.0
-LOG [ UREIA |

FIGURA II: Curvas de calibragdo para uréia {T—= 30,0 °C), obtidas com
o material enzimatico sob duas formas:

- em suspensio (5,0 mg de leguminosa / mL de substrato),

- imobilizado quimicamente (40,0 mg de leguminosa / 20,0 ulL
glutaraldeido a 12,5 % {v/v)).

Verificou-se que a leguminosa usada em suspensdo apresentou resposta
linear na faixa de concentragdes de uréia entre 1,0 x 10* ¢ 1,0 x 107 M, com
coeficiente angular de Nernst de 53,2 mV/ década de concentragio com boa
correlagdo ( r = 0,9989) e potenciais bastante estaveis e reprodutiveis.

Com a imobilizagdo do material catalitico, a faixa de concentragdo de
uréia, que apresentou resposta nemstiana, foi diminuida em aproximadamente
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wna década de concentragdo: 1,1 x 107 a 1,6 x 107 M , com coeficiente
angular nemstiano de 52,9 mV/ década de concentragio ¢ correlagio de
0.9995.

Isto se deve naturalmente ao proprio processo de imobilizagdo quimica,
onde parte da atividade da urease ¢ perdida devido as ligagGes covalentes entre
a estrutura enzimatica e o agente de imobilizagfo, porém, com a vantagem de
poder-se reutiizar a membrana com reprodutibilidade analitica consideravel.

E interessante notar que para concentragdes mais elevadas de substrato,
a resposta do biossensor ¢ muito lenta, pois atinge-se o estado de saturagiio da
enzima imobilizada, dificultando a etapa subseqiiente de formagdo de produtos
pela rea¢do enzimatica.

Conclui-se que ¢ possivel usar a leguminosa canavalia brasiliensis sob
as duas formas, em suspensdo ou imobilizada, dependendo das necessidades
em se quantificar a uréia, principalmente no aspecto da freqiéncia de
amostragem (nimero d¢ amostras por tempo). Para freqiiéncias elevadas, é
preferivel utilizar a enzima na forma imobilizada, devido & facilidade de
reutilizagéo, diminuindo consideravelmente o tempo de analise, além de
diminuir o nivel de interferentes pelo fato da enzima estar em um ambiente
muito semelhante ao encontrado na natureza.

3.2 Tempo de resposta

Através das curvas de potencial versus tempo, ja apresentadas no
capitulo anterior, verificou-se que o tempo de resposta para a enzima utilizada
em suspensdo foi de 5 minutos, monitorando-se a quantidade de ions aménio
formados na hidrélise da uréia. O uso de 12,0 mg do material enzimatico por
mL de substrato, foi suficiente para a estabilizagdo do potencial, apos 5
minutos, nas condigdes experimentais usadas e para uma faixa de
concentragdes de uréia entre 0,57 e 57,0 mM.

Ja utilizando-se o material ativo imobilizado com glutaraldeido,
verificou-se que o tempo necessario  estabilizagdo do potencial, apds variar-
se novamente em um década de concentra¢fio o nivel de uréia, situava-se na
faixa entre 9 e 10 minutos, no mesmo intervalo de concentragiio de substrato
usado para a enzima livre.

Este aumento de aproximadamente 100 % no tempo de resposta em
relagdo a enzima em suspensdo, deve-se a trés fatores principais:
1) diminuigdo da atividade catalitica durante a imobilizagio por lipagdo

covalente cruzada;
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2) diminuigdo da 4rea superficial do material enzimatico, em pd, em
contato com a solugdo de uréia;

3) diminuigdo na velocidade de difusdo de produto formado, NH,' , até
a membrana do eletrodo ion-seletivo.

3.3 Membrana biossensora

Os principais fatores responsaveis pela otimizagio da resposta analitica
do biossensor estdo relacionados diretamente com a confecgdo da membrana
enzimatica, ou seja, o tipo de imobilizagio utilizado em sua preparagio ¢ a
espessura da camada contendo o material ativo, assim produzida,

Sem duavida, a quantidade de agente de imobilizagdo, glutaraldeido,
influi diretamente no desempenho do biossensor. Quantidades elevadas desse
agente mobilizante podem reduzir a capacidade catalitica da enzima, alterando
quimicamente os sitios ativos da mesma, ainda mais quando se utilizam fontes
naturais para tal fim, onde o teor enzimatico é menor em relacdo a enzima em
sua forma pura. Baixas concentragdes de glutaraldeido podem nao produzir o
efeito desejado, permanecendo grande parte da enzima parcialmente ou ndo
imobilizada.

Estudos extensivos neste sentido tem sido realizados, [47], (58] ¢ [59],
para melhorar o desempenho analitico de biossensores em geral. Desta forma,
¢ verificado que o uso de solugdes diluidas de glutaraldeido, usualmente 12,5
ou 25 %, sdo preferiveis no processo de imobilizagdo, pois favorecem
consideravelmente a reagdo entre os grupos amino da estrutura enzimatica e os
grupos aldeidicos do glutaraldeido, devido as estruturas multiméricas
presentes.

A espessura da membrana estd relacionada dirctamente com a
velocidade de difusdo de produto formado pela reagio enzimatica até o sensor
base, bem como a velocidade de agitagdo da solugdo que deve permanecer
constante, durante a analise. E interessante obter-se membranas as mais finas
possiveis, pois o tempo de resposta € reduzido também e de forma apreciavel.

Contudo, existe uma quantidade critica de material enzimatico abaixo da
qual a determinag3o analitica toma-se inviavel por este método.

Neste trabalho, a espessura da membrana enzimatica preparada na
determinagdo de uréia foi medida, com precisio de = 0,01 mm |,
apresentando um valor de 1,21 mm, quando se utilizou 40,0 mg de canavalia
brasiliensis , em p6, onde o biossensor apresentou resposia nernstiana na faixa
de concentragdes de uréia entre 1,1 x 10* e 1,6 x 107 M ( 52,9 mV/ década
de concentragéio ) ¢ tempo de resposta de 10 minutos, a 30,0°C.

Procurou-se utilizar toda a superficie da membrana do sensor base em
contato com a membrana enzimatica, para melhorar a resposta do biossensor .
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3.4 Influéncia do uso de Nafion na membrana biossensora [69]

A FIGURA 11, adiante, ilustra como a aphcagdo de Nafion reduz em
parte a mterferéncia devido a jons potassio, K, na resposta do biossensor.

Pelos dados obtidos, observa-se uma diferenga apreciave! entre as
curvas de calibragio obtidas para uréia com ¢ sem K* como principal agente
interferente.

O grupo hidrofilico sulfonato, carregado negativamente no Nafion,
torna-o capaz de pré-concentrar citions por interagdo eletrostatica. O grupo
hidrofobico fluor-carbono, apresenta elevada seletividade idnica para cations
orgénicos, por interagdo hidrofobica. Assim, ¢ possivel eliminar-se algumas
interferéncias ou pelo menos reduzi-las, pela aplicagdo de Nafion sobre a
superficie da membrana biossensora.
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FIGURA III: Curvas de calibragdo obtidas para uréia, com e sem K*
interferindo ( 10° M ); venficagdo da diminuigio deste interferente pela adicéo
de Nafion 3 membrana biossensora, em diferentes concentragdes.

Tampdo TRIS-HC10,2 M - pH = 6,8 (T=30,0°C).

As membranas com camada de Nafion exibiram uma ligeira diminuigdo
na interferéncia devido a este ton, mas ndo de forma integral. Mesmo
uhiizando-se concentragdes diferentes desse polimero de troca idnica ( mais
elevadas ), nfo houve reducdo aprecidvel na interferéncia de ions potassio.
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Para niveis menores de interferéncia, esse procedimento mostra-se atil,
podendo ser usado devido a sua simplicidade ¢ baixo custo, desde que se
observe baixas concentragdes de interferéncia, em amostras a serem analisadas
por este método.

3.5 Tempo de Vida

Curvas de calibragdo semanais foram obtidas para a membrana
biossensora, com solugdes de uréia na faixa de concentragdes entre 107 ¢
10 M, em tampio TRIS-HCI 0,2 M, verificando o coeficiente angular
nernstiano  como pardmetro comparativo do desempenho analitico do
biossensor.

Para todas as membranas preparadas, o tempo de vida util das mesmas
ndo ultrapassou 8 semanas, mesmo quando acondicionadas sob refrigeragdo
(4,0 °C) e na solugdo tampdo usada, para evitar-se ressecamento. Decorrido
este periodo, as membranas ndo apresentavam atividade catalitica alguma
frente ao substrato, verificada pelo eletrodo base, com potenciais instaveis e
pouco reprodutiveis.

Os resultados obtidos para o biossensor potenciométrico para uréia sdo
bons quando comparados com outros biossensores [35] para este substrato -
TABELA 1 - mas que se utilizam da enzima, urease, com atividades
enzimaticas mais elevadas ( enzima purificada ).
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TABELA I: Prncipais caracteristicas analiticas para biossensores
poten-
C10meEtricos para urgia.

SENSOR TIPODE' ESTABILIDADE TEMPODE U™ FAIXA 1llI-

USADO IMOBILIZ. OPERACIONAL RESPOSTA NEAR(mM)
NH," fisica 3 semanas 30-60 s 75 0,05-10,0
NH,* fisica 2 scmanas 1-2 min 25 0,10-10,0

NH,* quimica > 4 meses 1-2 min 10 0,10-10,0
pH fisica 3 semanas 5-10 min 100 0,05-5,0

NH; quimica > 4 meses 2-4 min 10 0,05-50,0
NH; quimica 20 dias 1-4 min 0,5 0,10-10,0
CO, fisica 3 semanas 1-2 min 25 0,10-10,0

" imobilizago fisica: oclusdo em gel de poliacrilamida;
imobilizagiio quimica: reagdo com glutaraldeido.
" U = unidades de enzima por mg de proteina.

Pelos valores assim comparados, nota-se a maior estabilidade de
biossensores preparados a partir de imobilizagdo quimica, com tempos de
resposta relativamente baixos ¢ faixas de concentragdo para uréia (com
resposta nernstiana) mais amplas. Pelo fato de se utilizar no presente trabalho
uma fonte natural de enzima, conclui-se que o tempo de vida util para o
biossensor preparado ¢ muito bom, em relagdo 4 maionia dos biossensores que
se utilizam da enzima em sua forma pura, na maior parte dos ¢asos.
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4. DETERMINACAO DE UREIA EM AMOSTRA COMERCIAL
4.1 Método potenciométrico usando biessensor construido

Otimizados os pardmetros analiticos mais importantes na determinagdo
enzimatica de uréia, verificou-se o desempenho do biossensor potenciométrico
para amostra real deste substrato.

A uréia, obtida para andlise, ¢ fabricada pela Cia. Nitrofértil S/A, com as
seguintes especificagdes: porcentagem de uréia livre - 95,0 a 97,0 % de pureza
-teor de mitrogénio total disponivel - 45,0 % . Esta uréia é comercializada
principalmente como agente fertilizante e como fonte de nitrogénio para ragdo
animal.

[nicialmente, construiu-se¢ uma curva de calibragdo para uréia na faixa
de concentragdes onde o biossensor exibiu resposta linear, usando a enzima na
forma imobilizada proveniente de canavalia brasiliensis .

A FIGURA 1V, dada a seguir, mostra o desempenho do biossensor
potenciométrico com os pardmetros estatisticos devidamente calculados.
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FIGURA 1V: Curva de calibragdo tipica para uréia em tampio TRIS-
HCI02M-pH=6,8 Uréia: 1,0x 10* - 50x 102 M. Tempo de resposta do
biossensor: 10 minutos.
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Em seguida, prepararam-se baterias de solugdes com amostras de uréia
comercial, nas mesmas condigdes experimentais obtidas para a curva de
calibragdo, em concentragdes de 1,0 e 5,0 mM, obtendo-se as diferencas de
potencial apropriadamente.

A equagdo obtida para a curva, a 30,0 °C, ¢ usada para correlacionar
potencial e concentrago logaritmica de uréia, ¢ dada por:

AE=-54,8log [uréia] + 186,3 {1}
As tabelas, dadas a seguir, resumem oS valores obtidos
experimentalmente para amostra real de uréia, correlacionando a diferenga de

potencial, concentragéo de urcia ( obtida pela equagdo {1}) e porcentagem de
pureza em relagdo a amostra comercial.

TABELA II: Dados obtidos para amostra real de uréia em concentragao

de 1,0 mM.

AMOSTRA AE (mV) [ UREIA ] (mM) % PUREZA
1 20,8 0,958 95,8
20,9 0,962 96,2
3 20,8 0,957 95,7

TABELA III: Dados obtidos para amostra real de uréia em concentragio

de 5,0 mM.
AMOSTRA AE (mV) [ UREIA ] (mM) % PUREZA
] 59,1 4,79 95,7
59,3 4,81 96,3

3 59,2 4,80 95,9

A média dos valores de porcentagem de pureza calculados, com a
respectiva estimativa do desvio padrdo é de ( 959 + 03 ) % . Este
procedimento para determinagdo de uréia mostra resultados muito bons
verficados pelos dados assim obtidos. O valor médio do teor de uréia
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encontrado, estd préximo do valor especificado para o produto, com boa
precisdo nas medidas.

4.2 Método espectrofotométrico usando reagente de Nessler

Assumindo a auséncia de erros determinados ou sistematicos na
determinacdo de uréia, deve-se ressaltar a possivel presenga de erros
indeterminados na analise, flutuando de modo aleatorio.

Assim, para avaliar-se a exatiddo do procedimento utilizado neste
trabalho, € interessante empregar-se um método de referéncia que ja tenha sido
extensamente estudado, para comparar-se os resultados obtidos para amostra
comercial de uréia.

Neste sentido, utilizou-se o reagente de Nessler [12] para a
determinagdo espectrofotométrica de uréia, através da amomia liberada na
hidrélise enzimética deste substrato. Este método, ja citado no Capitulo II, é
largamente empregado na quantificagdo de aménia em solugdes diluidas, da
ordem de 0,1 mg/L.

4.2.1 Procedimento experimental

Inicialmente, construiu-se uma curva de calibragdo para solugdes de
uréia em EDTA a 1,0 % ( pH=6,5 ), na faixa de concentra¢des entre 1,0 x 10~
e 2,5 x 107 M da seguinte forma: transferiram-se aliquotas de 1,0 mL de
solugdes de uréia em tubos de ensaio contendo 2,0 mL de agua destilada e
120,0 mg de canavalia brasiliensis em po, passada em peneira de malha 80;
em seguida, foram agitadas e colocadas em banho termostatizado a 30,0 °C por
5 minutos.

Para o desenvolvimento do composto colorido, transferiu-se 1,0 mL da
amostra incubada para novos tubos de ensaio, adicionando-se 15,0 mL de agua
destilada ¢ 1,0 mL do reagente de Nessler recém-preparado de acordo com a
referéncia [12]. Apés agitagdo, as solugdes foram colocadas novamente em
banho termostatizado a 25,0 °C por mais 5 minutos.

As leituras de absorbancias foram lidas em cubetas de polietileno de
1,0 ¢m de caminho éptico, usando um espectrofotdmetro MICRONAL modelo
B-382 devidamente zerado com um branco reagente, em comprimento de onda
maximo de 436 nm.

A FIGURA V., a seguir, mostra os resultados obtidos
experimentalmente:
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FIGURA V: Curva de calibragdo para uréia em EDTA 1,0 % (pH=6,5).
Método espectrofotométrico utilizando reagente de
Nessler (A= 436 nm).

Em seguida, prepararam-se solugdes com amostras de uréia comercial,
nas mesmas condigdes descritas anteriormente, em concentragles de 10,0 mM,
obtendo-s¢ as leituras de absorbancias apropriadamente (triplicata).

A TABELA 1V, fomece os valores medidos correlacionando
absorbéncia, concentragdo de uréia e porcentagem de pureza em relagdo a
amostra analisada:

TABELA 1V: Dados obtidos espectrofotometricamente para amostras

de uréia em concentragio de 10,0 mM.

AMOSTRA ABSORBANCIA [ UREIA ] % PUREZA
LIDA (mM ) CALCULADA
1 0,663 9,56 95,6
2 0,667 9,63 96,3
3 0,665 9,61 96,1
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O valor médio calculado de ( 96,1 £ 0.4 )% em uréia, estd proximo do
valor obtido no método potenciométrico desenvolvido, com uma concordincia
muito boa dos resultados, expressa pela estimativa dos desvios-padrio,
indicando que o método pode ser empregado como alternativa na determinagio
enzimatica de uréia.

Em ambos 0s métodos usados na quantificagdo do teor de uréia na
amostra analisada, obtiveram-se valores dentro da faixa de purcza deste
produto, especificada em sua embalagem.

Os valores de estimativa do desvio padrio relativos, obtidos neste
trabalho, foram calculados pela expressdo {2}, adiante, levando-se em conta o

pequeno numero de determinagdes realizadas para o calculo de pardmetros
estatisticos {70].

§ = {mxi-xf/(rw- 1)' , onde: {2

s = estimativa do desvio padrio relativo;
X; = valor medido;

X = média antmética das medidas e

N = namero de medidas feitas.
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CONSIDERACOES FINAIS

Fica evidenciado, pelo estudo das atividades das leguminosas, que a
espécie canavalia brasiliensis apresenta maiores potencialidades analiticas na
determinagdo enzimatica de uréia. Evidentemente, a enzima em sua forma
purificada € mais indicada, porém, ¢ possivel utilizar esta fonte vegetal de
urease diretamente por simples maceragio das sementes.

As condigdes experimentais utilizadas, tanto para a enzima em
suspensdo quanto para a enzima imobilizada, foram basicamente as mesmas:
tampao TRIS-HCl com forga inica ajustada a 0,2 M, pH da solugiio = 6,8 ¢
temperatura de 30,0 °C. Somente o tempo de Tesposta para a enzima
imobilizada aumentou em relagdo a enzima livre, entre 9 e 10 minutos, pelo
proprio processo de imobilizagdo, o que nio inviabilizou a metodologia. As
principais vantagens deste processo sdo: a reutilizagio da membrana preparada
e mator estabilidade do material catalitico, frente a mmobilizagdo com
glutaraldeido, pois a enzima fica protegida como se estivesse em seu ambiente
natural.

A membrana enzimdtica preparada, armazenada sob refrigeragéo,
permitiu sua reutilizagdo durante aproximadamente dois meses, tempo no qual
o blossensor potenciométrico para uréia exibiu desempenho analitico
consideravel, permitindo um niimero elevado de determinagdes analiticas.

A aplicagio pratica do biossensor em amostra comercial de uréia,
mostra que a fonte natural de urease é uma alternativa viavel para a enzima
pura, inclusive podendo suprir a falta do produto em alguns casos.

Finalmente, mostrou-se que o biossensor potenciométrico desenvolvido
para uréia, bem como o sensor base¢ para jons aménio, sio adequados para o
desenvolvimento de métodos refativamente rapidos, simples e baratos, quando
comparados com outros ja descritos.

Em vista dos resultados obtidos, tem-se como perspectiva de trabalhos
futuros, a automa¢fio deste método, usando reator enzimatico, com a
incorporagdo da leguminosa “in natura” em sistemas por inje¢do em fluxo, o
que eliminaria grande parte da interferéncia analitica. A determinacdo podera
ser realizada potenciometricamente com o eletrodo utilizado neste trabalho, ou
condutometricamente.
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